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RESUMO 
Foram estudados os efeitos da alta pressão isostática, do tempo de tratamento e da 
matriz (queijo ultrafiltrado – QUF e solução tampão fosfato de sódio – STFS) na 
atividade e estabilidade de cinco coagulantes de leite comerciais. De modo geral, 
verificou-se que pressões mais brandas (< 275 MPa) promoveram aumento de 
atividade para todos os coagulantes estudados (quimosina recombinante - QR, 
coalho de vitelo – CV, coalho de bovino – CB, pepsina suína - PP e protease de R. 
miehei - RM). Pressões mais elevadas (>300 MPa) e aumento do tempo de 
processamento API resultaram em redução da atividade proteolítica (atividade 
residual < 6% para todas as enzimas, em condições extremas, no queijo 
ultrafiltrado). Todas as enzimas apresentaram maior sensibilidade a API quando 
processadas em QUF comparadas com o processo em STFS, apresentando 
reduções de até 74,4 % maiores em um mesmo processo. Queijos frescos podem 
ser afetados pela proteólise pela liberação de compostos que alteram o sabor e a 
textura do produto. Para minimizar esses problemas a tecnologia de API foi aplicada 
em QUF e as características físico-químicas, reológicas, microbiológicas e 
microestruturais deste produto foram avaliadas. Os QUF foram coagulados por dois 
coagulantes (QR e CB), processados a 600 MPa / 5 min / 25 °C e armazenados a 7 
°C por até 56 dias. Dados de delta E (∆E) variaram de 1 a 2,7 e de 1 a 2,9 para 
queijo UF coagulado por QR e por CB, respectivamente, não ultrapassando limites 
considerados a serem altamente perceptíveis ao olho humano. Verificou-se aumento 
significativo da sinerese ao longo do tempo nos queijos. Queijo UF coagulado por 
QR não processado por API e processado por API atingiram 36 e 29% de perda de 
soro após 56 dias, respectivamente. Para o queijo UF coagulado por CB valores 
similares de sinerese foram obtidos após 42 dias. Na avaliação comparativa entre 
amostras controles e processadas por API foi verificado diferença somente na 
sinerese nos queijos UF coagulados por QR após 56 dias. As amostras de queijos 
UF coagulados por QR processado ou não processado por API não apresentaram 
diferença no pH, no entanto as amostras controle de queijo UF coagulado por CB 
apresentaram menores valores de pH ao longo do tempo. As amostras de queijos 
UF processadas por API e não processadas por API coaguladas por QR e CB 
apresentaram perfis de microestrutura similares quando analisados por microscopia 
de confocal. Por outro lado, o processo de API tornou os queijos UF mais firmes 
após o processamento e ao longo do tempo, sendo necessário maior trabalho na 
 
 
ruptura para rompê-los. A proteólise foi reduzida pela aplicação de API sendo que, 
após 1 dia de produção, queijos processados por API apresentaram uma redução de 
42,8 e 52,5% em comparação aos controles para o queijo coagulado por QR e por 
CB, respectivamente. Esses resultados foram ratificados pela avaliação qualitativa 
da hidrólise das frações de caseína por meio da análise de eletroforese capilar. 
Conclui-se que a tecnologia de alta pressão é promissora para queijos frescos e 
queijos frescos UF, devido à redução da proteólise, minimizando a formação de 
peptídeos curtos que dão origem a sabor amargo no queijo fresco. 
 
Palavras Chave: Alta pressão isostática, ultrafiltração, enzimas coagulantes do leite, 
quimosina, coalhos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
A comparative study was carried out to evaluate the influence of the matrix 
(ultrafiltered cheese - UFC and sodium phosphate buffer solution - SPBS) in high 
isostatic pressure (HIP) processing on 5 commercial milk coagulants. In general, 
lower pressures (<275 MPa) promoted activity increase for all coagulants 
(recombinant chymosin - RC, calf rennet - CR, bovine rennet - BR porcine pepsin – 
PP and Rhizomucor miehei protease – RM). Higher pressures (> 300 MPa) and with 
time increment an activity reduction was observed (residual activity <6% for all 
enzymes under extreme conditions in the UFC). All enzymes showed higher HIP 
sensitivity when processed in UFC compared to the SPBS, with reductions of up to 
74.4% higher in the same process. Fresh cheeses may be affected by proteolysis by 
the release of compounds that change the flavor and texture of the product. To 
minimize these problems the HIP technology was applied in UFC and the physical-
chemical, rheological, microbiological and microstructural characteristics of this 
product was evaluated. UF cheeses were coagulated by two coagulants (RC and 
BR), processed at 600 MPa / 5 min / 25 ° C and stored at 7 ° C for up to 56 days. ΔE 
data ranged from 1 to 2.7 and from 1 to 2.9 for UF cheese coagulated by QR and 
CB, respectively, not exceeding limits considered to be highly perceptible to the 
human eye. For syneresis, a significant increase over time was observed. Non-
processed and HIP processed UF cheese coagulated by RC reached 36 and 29% 
after 56 days, respectively. For UF cheese coagulated by BR similar values were 
obtained after 42 days. In the comparative evaluation between control and HIP 
processed samples, only difference in UF cheese coagulated by RC was verified 
after 56 days. For pH, no difference was observed for UF cheese coagulated by RC 
processed or non-processed by HIP, whereas UF cheese coagulated by BR was 
verified that the control samples showed lower pH over time. The images obtained by 
confocal microscopy showed similar profiles between the processed and non-
processed samples coagulated by both enzymes. In the other hand, the HIP process 
resulted in firmer cheeses after processing and over time, requiring more energy to 
break them. Proteolysis was reduced by pressure, after 1 day of production, cheeses 
processed by HIP showed a reduction of 42.8 and 52.5% compared to the control 
cheese coagulated by RC and BR, respectively. These results were ratified by the 
qualitative evaluation of the hydrolysis on the casein fractions by capillary 
 
 
electrophoresis analysis. It is concluded that the high pressure technology is 
promising for fresh cheeses and UF fresh cheeses, due to the reduction of 
proteolysis, minimizing the formation of short peptides that give rise to bitter taste in 
fresh cheese. 
  
Keywords: High isostatic pressure, ultrafiltration, milk coagulants enzymes, 
chymosin, rennets. 
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Introdução Geral 
 
Alguns métodos vêm sendo estudados a fim de aumentar o rendimento na 
fabricação de queijos, dentre eles, a ultrafiltração tem ganho destaque (OUTINEN; 
HEINO; UUSI-RAUVA, 2010). A tecnologia de separação por membranas na 
produção de queijos foi estudada e proposta por Maubois em 1969 e desde então 
vem sendo utilizada na produção de queijos ultrafiltrados (UF) a partir do retentado 
do leite pelas indústrias de laticínios (BRANS et al., 2004). 
Esta técnica tem sido usada para aumentar a incorporação de proteínas no 
queijo, uma vez que, diferentemente do processo convencional, durante o processo 
de ultrafiltração do leite as proteínas do soro ficam retidas e, consequentemente, são 
incorporadas à massa do queijo (BENFELDT, 2006). Assim, além de aumentar a 
rentabilidade do queijo fresco, as proteínas do soro contribuem para aumento do 
valor nutricional deste produto, pois são altamente nutritivas (HEINO; UUSI-RAUVA; 
OUTINEN, 2010). 
Além dessas vantagens, o queijo ultrafiltrado apresenta como benefícios: (i) 
redução das perdas de gordura no soro de leite; (ii) redução em variações de peso 
do queijo; (iii) simplificação do processo de fabricação; (iv) redução da manipulação 
durante o processamento, o que reduz a contaminação cruzada e melhora a 
qualidade microbiológica do produto; (v) aumento da eficiência, capacidade e, 
consequentemente, economia nos custos de energia e trabalho (SABOYA et al., 
2001). 
No entanto, em contraste com os queijos tradicionais em que apenas uma 
pequena parte do coalho adicionado ao leite permanece após a fabricação 
(GUINEE; WILKINSON, 1992), em queijo UF como não há a etapa de dessoragem, 
todo o coalho é retido na massa, uma vez que é adicionado diretamente ao 
retentado e embalado. 
Por esse motivo a escolha do coagulante ou coalho torna-se muito 
importante, uma vez que se espera um queijo com sabor suave e fresco, 
diferentemente para queijos maturados que possuem aromas e sabores mais 
acentuados. Desta forma, o coagulante ideal para esse tipo de queijo seria aquele 
que possuísse elevada atividade proteolítica especifica sobre a κ-caseína (ligação 
Phe105-Met106) e baixa atividade proteolítica geral, além disso, apresentasse baixa 
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atividade após o processo de fabricação. Isto se deve ao fato dessa atividade do 
coagulante remanescente poder hidrolisar diferentes frações de caseína ao longo da 
vida de prateleira e gerar peptídeos curtos e hidrofóbicos, conferindo sabor amargo 
(BENFELDT, 2006) indesejável neste produto. 
Neste contexto, a aplicação da tecnologia de alta pressão isostática (API) 
surge como uma nova possibilidade para inativação dos coagulantes residuais, uma 
vez que este processo é capaz de promover a inativação enzimática (LEITE 
JÚNIOR; TRIBST; CRISTIANINI, 2016a). Portanto, este estudo teve como objetivos: 
(i) comparar o efeito do processo de API na atividade de 5 coagulantes do leite em 
queijo UF e em tampão fosfato de sódio (pH 6.4) para avaliar o efeito do processo 
em diferentes matrizes; (ii) avaliar as alterações nas características físico-químicas, 
reológicas e microestruturais do queijo UF processado por alta pressão isostática, 
coagulado com quimosina recombinante ou coalho bovino, após a fabricação e 
durante a estocagem refrigerada (7° C). 
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1. Revisão bibliográfica 
 
1.1 Ultrafiltração do leite 
 
Leite é um alimento altamente nutritivo devido ao elevado valor biológico dos 
seus constituintes. Dentre os principais componentes do leite destacam-se as 
proteínas, gorduras, lactose e sais minerais (GUETOUACHE; GUESSAS; 
MEDJEKAL, 2014). Em virtude da grande importância nutricional e favoráveis 
características sensoriais, além do aspecto econômico e social, o leite vem sendo 
explorado e consumido sob diversas formas, como na produção de queijos frescos, 
queijos maturados, iogurtes, doces de leite, requeijão, bebidas lácteas, manteigas, 
sobremesas lácteas, concentrados e isolados proteicos. 
Dentre as tecnologias que vêm sendo exploradas a fim de aumentar as 
opções de destino e comercialização do leite, destaca-se a tecnologia de 
concentração por membranas, que hoje é uma operação unitária comum na indústria 
de laticínios. Essa técnica possibilita maior interação entre os constituintes 
remanescentes devido à remoção da água (KRISHNANKUTTY NAIR; CORREDIG, 
2015) e vem sendo utilizada para obtenção de leite ultrafiltrado (UF), e por meio 
desse, produz-se o queijo UF. 
Para obtenção do leite UF, faz-se uso de membranas semipermeáveis, no 
qual o leite é forçado a fluir, sob pressão, promovendo a separação com base no 
tamanho molecular dos seus componentes, promovendo separação de forma eficaz 
dessas moléculas (tais como proteínas do soro dissolvidas) a partir do leite.  Na 
ultrafiltração temos a formação de dois subprodutos: o permeado, constituído de 
água, sais e lactose; e o retentado, constituído de gordura, caseína e proteínas do 
soro. O retentado é o subproduto utilizado na fabricação do queijo ultrafiltrado (UF) 
(MAUBOIS; MOCQUOT, 1975). 
Além disso, quaisquer partículas presentes, tais como micela de caseína, 
glóbulos de gordura, células somáticas ou bactérias, também são retidos 
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006), tornando assim, imprescindível o uso de 
matéria prima de boa qualidade, com baixa contagem bacteriana total. Já o 
nitrogênio não proteico e componentes solúveis, tais como lactose, sais e algumas 
vitaminas passam através da membrana, devido seu tamanho ser menor que os 
poros da membrana. 
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As membranas de ultrafiltração utilizadas nas indústrias de laticínios, para 
aumentar a concentração de proteínas apresentam poros com diâmetros que variam 
entre 3 a 300 nm (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). 
Na produção de derivados, o processo de ultrafiltração do leite vem sendo 
usado para diversos fins, dentre eles citar destacam-se o uso do permeado para 
preparação de fórmulas infantis (CROWLEY et al., 2015), no processamento de 
queijo ultrafiltrado (BENFELDT, 2006), e concentrados proteicos, além de 
suplementos alimentares para atletas, dentre outros. 
 
 
1.2 Produção do queijo UF  
 
No Brasil a produção de queijo ultrafiltrado ainda é baixa quando comparada 
aos queijos produzidos por processos tradicionais. Em outros países como a Sérvia 
e na região do Mediterrâneo, os queijos UF são mais populares (MIOČINOVIĆ et al., 
2014). A utilização deste processo na fabricação de queijos foi proposta inicialmente 
na França, em 1969, para fabricação do queijo Camenbert, que gerou a patente n° 
2052.12 de autoria de Maubois, Mocquot e Vassal, sendo que o processo levou o 
nome de MMV em homenagem aos seus inventores (MAUBOIS; MOCQUOT, 1975). 
Após o lançamento da técnica MMV, diversos trabalhos com queijo 
ultrafiltrado foram desenvolvidos em todo mundo (BECH, 1993; CUNHA ET AL., 
2002; ACHARYA; MISTRY, 2005; BENFELDT, 2006; KARAMI ET AL., 2009; 
GOVINDASAMY-LUCEY ET AL., 2011; KARIMI; MORTAZAVIAN; KARAMI, 2012; 
OZTURK ET AL., 2015). Com essa nova técnica é possível eliminar quantidades 
indesejáveis de água, lactose e minerais antes da coagulação, fermentação e 
obtenção do produto. A porcentagem de lactose e sais minerais na fase aquosa do 
produto ultrafiltrado são idênticas ou muito próximas à aquela encontrada na fase 
aquosa do leite antes da ultrafiltração (MAUBOIS; MOCQUOT, 1975). 
Esse processo possui algumas vantagens como melhorar a textura e o sabor 
em relação ao queijo fabricado pelo método de produção tradicional, via redução do 
teor de lactose, que controla a taxa de acidificação, e incorporação das proteínas do 
soro, que, além de aumentar o rendimento, aumentam a capacidade de retenção de 
água do queijo, tornando-o mais macio (McGREGO; WHITE, 1990). Além disso, as 
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propriedades de coagulação podem melhorar com aumento da concentração de 
proteínas (CARON; ST-GELAIS; POULIOT, 1997). 
Para queijo UF fresco, a concentração do retentado pode variar conforme o 
fator de concentração (FC) desejado, apresentando valores de 2:1 até 5:1. Cunha et 
al., 2002, define o FC como a relação entre a quantidade de leite utilizada e a 
quantidade de retentado obtido, em quilogramas. No entanto, segundo os mesmos 
autores, essa fórmula pode apresentar erros, devido à dificuldade em se medir a 
exata quantidade de permeado, sendo então mais apropriado descrever o FC como 
a relação entre teor de gordura inicial e teor de gordura final no retentado, uma vez 
que a gordura é o único constituinte 100% retido no processo, devido ao tamanho do 
glóbulo de gordura nativo. 
Na fabricação de queijo UF, membranas de ultrafiltração são requeridas no 
processo, e essas técnicas são atraentes pelo seu baixo impacto ambiental, pois 
eliminam no processo parte dos constituintes presentes no soro e reduzem em 
parte, a geração de soro de leite. Este subproduto ainda representa um problema 
para alguns laticínios que geram milhares de litros de soro diário e não tem onde 
descartar ou como reutilizar, sendo incorporado às águas residuais dos laticínios. 
Os efluentes lácteos representam risco se descartados nas aguas residuais 
ou na natureza pela elevada carga orgânica que apresentam, devido à presença de 
proteínas, carboidratos e gorduras (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012). 
 
 
1.3 Importância socioeconômica do queijo UF 
 
O comércio de queijos UF ainda é limitado, acredita-se que seja em função do 
alto investimento necessário para adquirir uma planta de ultrafiltração de leite, além 
do público alvo ser mais restrito, pois o valor do queijo ultrafiltrado também está 
acima dos queijos comerciais tradicionais, uma vez que a tecnologia empregada na 
fabricação do mesmo eleva seu valor agregado. 
O uso de leite UF no processamento de queijo torna-se importante e viável 
economicamente quando comparado ao método convencional, uma vez que, pelo 
método de UF tem-se um maior rendimento, devido à total retenção de gordura no 
retentado, e à elevada concentração de proteínas devido à incorporação de 
proteínas do soro ao retentado. Este fator confere ao queijo características 
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nutricionais diferenciadas, tendo em vista que as proteínas do soro contêm 
aminoácidos essenciais requeridos na alimentação (SGARBIERI, 2005). 
Dentre as vantagens atribuídas ao uso de UF na fabricação de queijos além 
do aumento do rendimento conforme descrito anteriormente (BENFELDT, 2006) 
podem-se citar: a fabricação contínua e automatizada, a economia de mão-de-obra 
e ingredientes e produção de soro com menor poder poluente. Além disso, o 
processo MMV é mais seguro quando comparado ao método convencional, pois 
melhora as condições de higiene do produto, uma vez que o processo é feito em 
circuito fechado, proporcionando menor manipulação do queijo (CARVALHO; 
VIOTTO; KUAYE, 2007). 
 
 
1.4 Aplicação da tecnologia de alta pressão isostática em queijos 
 
Inicialmente relatada por Bert H. Hite, em 1899, a alta pressão isostática (API) 
é um processo de conservação de alimentos que utiliza pressão ao invés de calor 
para promover a inativação de micro-organismos. Em termos industriais, esta 
tecnologia utiliza pressões elevadas (cerca de 400-600 MPa ou 58.000-87.000 PSI) 
com temperatura de refrigeração ou ambiente (<45° C), permitindo que a maioria 
dos alimentos sejam preservados com efeitos mínimos sobre o valor sensorial 
(sabor, textura e aparência) e nutricional (BALASUBRAMANIAM; FARKAS; TUREK, 
2008). 
Para que possamos compreender os efeitos da alta pressão no alimento, 
deve-se lembrar que o comportamento de moléculas biológicas sob pressão, 
obedecem ao princípio de Le Chatelier (HUPPERTZ et al., 2002) ou seja, sempre 
que uma pressão é aplicada a um sistema em equilíbrio, o sistema irá reagir de 
modo a neutralizar a tensão aplicada. Sendo assim, durante a pressurização ocorre 
a redução de volume molecular (KNORR, 1999), acelerando, de forma exponencial, 
a ocorrência de reações favorecidas nessas condições (MOZHAEV et al., 1996). 
Além disso, o processo segue o princípio isostático, na qual a pressão é transmitida 
de maneira instantânea e uniforme independentemente do tamanho, geometria, 
forma e composição dos alimentos (DELGADO et al., 2015). 
Muitos estudos ao longo dos anos mostraram que a tecnologia de alta 
pressão isostática (API) é capaz de produzir alimentos microbiologicamente seguros, 
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com vantagens para os consumidores e fabricantes de alimentos sobre o 
processamento térmico, pois, ao contrário da pasteurização, a API pode manter 
atributos de qualidade, tais como frescor, valor nutricional, e propriedades 
sensoriais, pois só afeta ligações não covalentes. Assim, aminoácidos, vitaminas, 
moléculas de aroma, e outros compostos de baixa massa molecular permanecem 
inalterados (MARTÍNEZ-RODRÍGUEZ et al., 2012). Porém, pode modificar as 
interações entre os diferentes componentes no alimento, influenciar as taxas de 
reações enzimáticas, além de inativar micro-organismos (O’REILLY et al., 2001). 
A aplicação de alta pressão isostática (API) no processamento de queijo 
influencia na microbiota, no desenvolvimento da acidez, na textura, na proteólise, e 
nas interações proteína-proteína, dentre outras alterações (MARTÍNEZ-
RODRÍGUEZ et al., 2012). Desta forma, vários trabalhos foram desenvolvidos com 
queijo processado por API, no qual os autores verificaram diversas mudanças 
ocorridas pós processo. Dentre eles, Capellas et al., (1996) verificaram que a alta 
pressão foi eficaz para prolongar a vida de prateleira de queijo Mató, inativando 
micro-organismos patogênicos tais como Escherichia coli. 
Daryaei et al., (2008) verificaram que aplicação de pressões de 300-600 MPa 
durante 5 minutos resultou no aumento da vida de prateleira de queijos frescos em 
até oito semanas, pela redução da ocorrência de leveduras, sem efeitos prejudiciais 
para a qualidade do produto. Evert-Arriagada et al., (2012), estudaram o efeito da 
API em queijo fresco para aumento da vida de prateleira e verificaram que pressões 
de 400 MPa aumentaram a vida útil do queijo fresco em até 21 dias. Okpala; Piggott; 
Schaschke, (2010) verificaram que o queijo fresco apresentou maior dureza após o 
processamento de API, sendo esse aumento proporcional ao aumento da pressão. 
 
1.5 Coagulantes e coalhos usados em queijos 
 
No processo de fabricação de queijos, a coagulação enzimática do leite é 
considerada uma importante etapa. A coagulação enzimática pode ser dividida em 
duas fases: fase de ação enzimática que envolve a hidrólise específica da κ-caseína 
na ligação Phe105-Met106 pelos coagulantes e a segunda fase que é caracterizada 
pela agregação das micelas na presença de íons de cálcio (WALSTRA; WOUTERS; 
GEURTS, 2006). 
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A escolha desses coagulantes é baseada na alta especificidade de clivagem 
da ligação Phe105-Met106 da κ-caseína e na baixa atividade proteolítica geral, que 
diminui o rendimento dos queijos (FOX & KELLY, 2004).  
A quimosina vem sendo a mais utilizada devido à elevada especificidade por 
essa ligação em comparação com a pepsina e outras proteases. Uma fonte dessa 
enzima é o coalho de vitelo, que possui uma proporção de 80% de quimosina e 20% 
de pepsina, porém para extração do coalho de vitelo é necessário o sacrifício de 
animais jovens, por isso, muitas técnicas estão sendo exploradas ao longo do tempo 
a fim de se obter um substituto potencial, tão especifico como a quimosina, sem que 
haja a necessidade de abater os bovinos jovens. 
Atualmente, o coalho de vitelo vem sendo utilizado em queijos tradicionais ou 
com denominação de origem protegida, como em alguns países do Mediterrâneo 
(ADDIS; PIREDDA; PIRISI, 2008), na produção de alguns queijos na Itália (ADDIS et 
al., 2005; MUCCHETTI et al., 2009) e na Espanha (BUSTAMANTE et al., 2003). 
Estima-se que apenas 15 - 20% dos queijos produzidos no mundo utilizam coalho de 
vitelo (JACOB; JAROS; ROHM, 2011), devido ao baixo aproveitamento em termos 
de carne deste animal, além de custos onerosos na obtenção deste produto 
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). 
Os substitutos que mais vêm sendo utilizados são: coalho de bovino adulto; 
proteases de origem microbiana; proteases recombinantes produzidos por micro-
organismos geneticamente modificados (obtidos por engenharia genética por meio 
de técnicas de DNA recombinante) e protease de origem vegetal (extraído de 
plantas), porém, podem apresentar limitações. 
Desta forma, por meio da engenharia genética é possível utilizar a técnica do 
DNA recombinante para produção de quimosina por organismos geneticamente 
modificados (OGM) (FLAMM, 1991). A quimosina recombinante é usada em muitos 
países, principalmente nos Estados Unidos (JACOB; JAROS; ROHM, 2011). 
Johnson; Lucey (2006) estimaram que 70-80% do mercado global de coagulantes 
fossem de quimosina recombinante. Porém, alguns produtores e consumidores não 
utilizam enzimas produzidas por OGM por restrição cultural, religiosa ou até mesmo 
pessoal, sendo então necessários outros meios de obtenção de coagulantes. 
O coalho de bovino é extraído do animal adulto, porém nessa fase da vida, o 
bovino apresenta proporção inversa das enzimas quando jovem, sendo a relação de 
80% de pepsina e 20% de quimosina (MOSCHOPOULOU; KANDARAKIS; 
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ANIFANTAKIS, 2007). Dessa forma, esse coalho apresenta uma elevada atividade 
proteolítica (AP) inespecífica, devido à maior proporção de pepsina bovina, o que 
afeta diretamente parâmetros de rendimento, textura e sabor (FOX & KELLY, 2004). 
No entanto, esse coalho ainda é usado em alguns mercados, como os 
tradicionais e por pessoas que têm restrições aos OGM. 
Outra enzima que também possui atividade de coagulação do leite é a pepsina suína 
(LEITE JUNIOR et al, 2015). Essa enzima possui alta atividade inespecífica (FOX & 
KELLY, 2004) que promove a liberação peptídeos curtos hidrofóbicos afetando as 
características sensoriais dos queijos frescos. Dessa forma a quimosina (que possui 
alta especificidade para hidrolisar a ligação Phe105-Met106 da κ-caseína) é mais 
adequada para uso na coagulação do leite e produção de queijos frescos.    
Já aqueles que preferem não usar produtos de origem animal, ou os OGM, 
optam pelo cultivo de micro-organismo que produzem proteases com bom poder 
coagulante sobre o leite, e são adequadas à produção de queijos (JACOB; JAROS; 
ROHM, 2011), no entanto, essas proteases também apresentam elevada atividade 
proteolítica geral. 
Muitos micro-organismos foram identificados como produtores dessas 
proteases, como o Thermomucor indicae-seudaticae N31 (MERHEB-DINI et al., 
2010; MERHEB-DINI et al., 2012); Myxococcus xanthus (POZA et al., 2003); Bacillus 
subtilis (DUTT et al., 2008; DUTT et al., 2009; SHIEH; PHAN THI; SHIH, 2009) e 
Bacillus licheniformis (AGEITOS et al., 2007). Dentre as proteases fúngicas 
utilizadas industrialmente destacam-se as obtidas dos micro-organismos de 
Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus e Cryphonectria parasitica. A protease 
aspártica produzida por R. miehei, é até hoje o coagulante microbiano mais 
comumente utilizado (CHITPINITYOL; CRABBE, 1998). 
A importância da escolha do coagulante ideal é crucial não somente para 
etapa de coagulação, mas também durante a maturação, visto que os coagulantes 
são responsáveis pelo início da proteólise dos queijos durante a estocagem 
(MOATSOU et al., 2004) e têm influência direta sobre o sabor dos queijos. Neste 
contexto, a ação de enzimas com elevada atividade proteolítica (como a pepsina) 
pode promover a liberação de peptídeos hidrofóbicos e aminoácidos livres, alguns 
dos quais podem causar amargor por exemplo, a partir da hidrólise da β-caseína 
(McSWEENEY, 2004). 
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Aromas e sabores desagradáveis podem aparecer devido a essa proteólise 
excessiva. Em muitas variedades de queijo, a hidrólise inicial das caseínas é 
causada pelo coagulante e, em menor proporção, pela plasmina, o que resulta na 
formação de peptídeos de tamanho intermediário (solúvel e insolúveis em água) e 
que são subsequentemente degradados pelas enzimas a partir de culturas starter e 
de micro-organismos presentes no queijo (SOUSA; ARDÖ; MCSWEENEY, 2001). 
Um estudo realizado com aplicação de API no queijo Torta del Casar, 
tradicional queijo espanhol com denominação de origem protegida e altamente 
proteolisado (faz uso de enzima da planta do cardo como agente coagulante) foi 
objeto de estudo de Calzada et al., (2014), no qual os autores verificaram que 
pressões de 400 a 600 MPa por 5 min foi eficiente para retardar hidrólise de 
proteínas e formação de peptídeos, reduzindo o excesso de proteólise neste queijo. 
Já a aplicação de pressões de 50 a 200 MPa por um longo período de tempo 
resultou em um aumento da atividade proteolítica de queijo cheddar em comparação 
com um controle (O’REILLY, 2000). 
Pressões a partir de 350 MPa promovem a redução da atividade de protease 
fúngica (Rhizomucor miehei), pepsina suína, coalho de bovino adulto e quimosina 
recombinante em solução tampão de ácido acético-acetato de sódio em pH 5.6, 
sendo inativados a pressões superiores a 500 MPa / 5min / 25°C (LEITE JÚNIOR; 
TRIBST; CRISTIANINI, 2016a; LEITE JÚNIOR, TRIBST, CRISTIANINI in press). 
Segundo Eisenmenger; Reyes-de-Corcuera, (2009), em termos moleculares, a API 
pode até induzir a ativação pelo aumento da flexibilidade conformacional das 
enzimas. No entanto, há um limite de pressão a ser aplicada, a partir da qual 
começa a ocorrer a inativação devido à desnaturação enzimática e perda da 
funcionalidade da enzima (EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009).  
Dessa forma, visto que a proteólise é um fenômeno natural e indesejável em 
queijos frescos, é importante a descoberta de novas tecnologias que possam 
minimizar ou anular esse efeito, o que pode inclusive, limitar a vida de prateleira 
deste produto. Neste cenário, a tecnologia de alta pressão isostática ganha 
destaque, pois é um processamento a frio capaz de mudar a conformação de 
proteínas e enzimas, podendo inativá-las e reduzir sua atividade a níveis 
consideráveis, retardando a proteólise (amargor) em queijos frescos. 
Além disso, queijos frescos, tais como queijo Minas frescal e queijo fresco 
ultrafiltrado, constituem um excelente meio para veiculação de micro-organismos 
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patogênicos e deteriorantes, o que torna viável e necessário o uso de novas 
tecnologias que assegurem a qualidade microbiológica do produto, tal como o uso 
do processamento a alta pressão isostática. 
  Portanto, a proteólise em queijos pode ser determinada principalmente pelos 
teores de coalho residual e enzimas nativas do leite ou de micro-organismos 
presentes no queijo. Baseado em estudos prévios, verificou-se que o processo de 
API pode reduzir ou inativar essas enzimas responsáveis pela proteólise em queijo 
frescos e consequentemente promover a extensão da vida de prateleira desse 
produto. No entanto, o efeito da alta pressão isostática sobre a atividade proteolítica 
dos coagulantes presentes em queijo ultrafiltrado ainda não foi estudado. Desta 
forma, esse estudo visou: (i) avaliar comparativamente o efeito do processo de alta 
pressão isostática sobre a atividade de 5 coagulantes em queijo ultrafiltrado e em 
solução tampão fosfato de sódio em pH 6.4; (ii) e as alterações nas características 
físico-químicas, reológicas e microestruturais de queijo UF processado por API logo 
após a fabricação e durante a estocagem. 
 
1.6 Objetivos 
 
Este estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito do processamento de 
alta pressão isostática em queijo ultrafiltrado. Como os objetivos específicos 
destacam-se: 
 Avaliação comparativa do efeito da API na atividade de coagulação do leite 
de 5 coagulantes processados em queijo ultrafiltrado e em solução tampão 
fosfato de sódio; 
 Avaliação das características físico-químicas, microbiológicas, propriedades 
reológicas e estruturais de queijo UF (coagulado por quimosina recombinante 
e por coalho de bovino adulto) processado por API após a fabricação e 
durante a vida de prateleira, armazenado em temperatura de refrigeração (7° 
C) por até 56 dias; 
 Avaliação comparativa de queijo UF coagulado por quimosina recombinante e 
coagulado por coalho de bovino adulto, processados por API, logo após a 
fabricação e durante a vida de prateleira armazenado em temperatura de 
refrigeração (7° C) por até 56 dias. 
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Abstract 
 
This study used a central compound rotational design to evaluate the milk 
coagulation activity (MCA) of different coagulants after high isostatic pressure (HIP) 
processing in ultrafiltered cheese (UFC) and in a sodium phosphate buffer solution 
(SPBS), varying the pressure (100-450 MPa) and the time (2-16 min) at 25 ºC. HIP 
caused an increase in MCA at pressures of up to 275 MPa for recombinant chymosin 
(of up to 20%), calf rennet (of up to 24%) and R. miehei protease (of up to 17%). For 
porcine pepsin and bovine rennet, activation occurred under milder conditions of up 
to 151 MPa/ 4 min, reaching increases of 6 and 8%, respectively. A reduction in MCA 
was found at higher pressures (>300 MPa) and with an increment in the time (with a 
residual activity of < 6% for all the enzymes under extreme UFC conditions). In 
addition, all the enzymes showed greater sensitivity to HIP when processed in UFC 
than when processed in SPBS, presenting reductions up to 74.4% higher for the 
same process. Thus it can be seen that HIP processing could be an interesting 
alternative to accelerate proteolysis in matured cheeses (when activation pressures 
are applied) or in the extension of the shelf life in fresh cheeses (when inactivation 
pressures are applied), reducing undesirable changes in the texture and flavor. 
 
Keywords: Non-thermal processing; high isostatic pressure; coagulants; ultrafiltered 
cheese; milk coagulation activity. 
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2 Introduction 
 
Ultrafiltered cheese is the product obtained from milk concentrated by 
ultrafiltration to reach an adequate protein concentration for cheese manufacture, 
thus eliminating the whey-off step (Maubois; Mocquot, 1975).This process increases 
the production yield by up to 20% (Hannon et al., 2006) due to the incorporation of 
the whey proteins into the cheese mass (Benfeldt, 2006) and the reduction in casein 
loss due to the absence of the whey-off step. 
The coagulants used in cheese manufacture are those with high specific 
activity (hydrolysis of the Phe105-Met106 bond of k-casein), with good coagulating 
power (Hyslop, 2003; Crabbe, 2004) and low general proteolytic activity (yield loss) 
(Fox & Kelly, 2004). Of the most used, one could cite recombinant chymosin and calf 
rennet, which have elevated milk coagulation activity. Other coagulants (bovine 
rennet, porcine pepsin and some microbial proteases), however, show high general 
proteolytic activity, resulting in undesirable changes in the texture and flavor (Andrén, 
2011). 
It appears that casein hydrolysis occurs in various steps during cheese 
storage, starting with cleavage of the caseins (CN) due to the action of the coagulant, 
with a consequent liberation of peptides and causing modifications in the protein 
network which directly affect the flavor and texture of the cheese (Fox, 1989; Visser, 
1993). Even at refrigeration temperatures, the enzyme shows residual activity, and 
will hydrolyze other casein fractions during the shelf life (as a function of its 
specificity, such as αs1-CN, αs2-CN or β-CN), liberating short hydrophobic peptides 
which are responsible for causing a bitter flavor in the cheese and hence limit its 
shelf life (Fox, 1989; Visser, 1993; Fox & Kelly, 2004). This problem can be even 
more critical in UF cheeses since there is no whey-off step, and hence all the 
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coagulant added in the coagulation step remains there throughout the shelf life of the 
cheese, different from cheese produced using the traditional process, in which the 
residual coagulant post whey-off is only about 10% of the original amount (Fox et al., 
2004). 
Thus the use of some technology is necessary to minimize or inactivate the 
remaining coagulant in UF cheese, and high pressure (HP) is a promising technology 
for this end, since, as previously demonstrated, when applied under extreme 
conditions, it can reduce the proteolytic activity of the enzymes (Leite Júnior, Tribst & 
Cristianini, 2016), limiting casein hydrolysis during the storage of fresh UF cheese, 
and also during the ripening of matured cheeses. 
Acording to Mújica-Paz et al (2011), few studies have been dedicated to 
evaluating the effect of the matrix where the enzyme finds itself on the residual 
enzyme activity after HIP processing. However, some results indicated different 
residual enzyme activities for enzymes processed under identical conditions but in 
different matrixes (Tribst, Leite Júnior, Oliveira & Cristianini, 2016), highlighting the 
significance of this effect. 
Thus the objective of this study was to make a comparative evaluation of the 
milk coagulation activity (MCA) of the protease obtained from Rhizomucor miehei, 
recombinant chymosin, calf rennet, bovine rennet and porcine pepsin after HIP 
processing in ultrafiltered cheese and in a sodium phosphate buffer solution. 
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2.1  Material and methods 
 
2.1.1 Coagulants 
 
The enzymes used in the experiments were the protease from Rhizomucor 
miehei with activity of 2200 IMCU.g-1 (commercial name: Marzyme 150 MG Powder 
Microbial Rennet, Danisco, Vinay, France); recombinant chymosin with activity of 
2500 IMCU.g-1 (CHY-MAX® M 2500 Power NB, Chr Hansen, Hoersholm, Denmark); 
calf rennet with activity of 1700 IMCU.g-1 (freeze-dried Carlina™ Animal Rennet 
1650, Danisco, Vinay, France); bovine rennet with activity of 200 IMCU.mL-1 (Coalho 
Líquido BV®, Bela Vista Ltda, Santa Catarina, Brazil, containing 80-90% of bovine 
pepsin and 10-20% of bovine chymosin) and porcine pepsin with activity of 3000 
IMCU.g-1 (freeze dried powdered Porcine Pepsin, PEPSINA SUINA TS®, Bela Vista 
Ltda, Santa Catarina, Brazil). 
 
2.1.2 Preparation of the enzyme solutions in sodium phosphate buffer 
 
Enzyme solutions were prepared at a concentration of 100 IMCU.mL-1 for the 
protease from R. miehei, recombinant chymosin, calf rennet, adult bovine rennet and 
porcine pepsin, diluting the coagulants in sodium phosphate buffer (SP) (0.2 M, pH 
6.4 – pH chosen as a function of the pH of the UF cheese). 100 mL portions of these 
solutions were divided into 12 equal parts (~8 mL) and vacuum packed in plastic 
bags (LDPE - Nylon-LDPE, Brazil) for subsequent processing by HIP. 
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2.1.3 Production of ultrafiltered cheese 
 
The ultrafiltered milk (13% protein, 1.7% fat and 78.1% moisture content) was 
acquired from the Danúbio dairy factory (Cruzeiro, SP). Calcium chloride (0.01 M) 
was added to 100 mL of ultrafiltered milk and maintained at 36 ± 1ºC for 10 minutes 
to stabilize the temperature. An aliquot of 2 mL of the coagulant was then added to 
obtain a final concentration of 2 IMCU.mL of milk-1 to start coagulation. After 40 min 
of coagulation the cheese was divided into 12 equal parts and each part (~8 g) was 
packed individually in flexible plastic bags (LDPE - Nylon-LDPE, Brazil), vacuum 
sealed and submitted to the HIP process. The same UFC manufacturing process was 
used for each coagulant. 
 
2.1.4 High isostatic pressure process (HIP) 
 
The experiments were carried out in a pilot high pressure equipment (QFP 2L-
700 Avure Technologies, OH, USA). This equipment functions at pressures of up to 
690 MPa and temperatures of up to 90ºC. The temperature of the equipment 
chamber block and the initial water temperature were adjusted for the different 
process conditions, taking the rate of temperature increase forecast under adiabatic 
conditions for the equipment (3ºC/ 100 MPa) into consideration. A control sample 
(non-processed) was prepared for comparative purposes. 
 
2.1.5 Experimental design 
 
The UF cheese samples and the enzyme solution samples prepared in SP 
buffer (0.2 M, pH 6.4) were submitted to the high pressure process to evaluate the 
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simultaneous effect of two independent variables: isostatic pressure (X1) varying 
from 100 to 450 MPa and process time (X2), varying from 2 to 16 min, on the milk 
coagulation activity of the enzymes. The variables were studied using a central 
compound rotational design (CCRD) with four linear levels +1 and -1, four axial 
points (α ± 1.414) and three central point trials, giving a total of 11 experiments. In 
addition an enzyme control sample was prepared (non-processed enzyme) for 
comparative purposes. The trials were carried out in random order and the data 
adjusted to a second order polynomial model (Equation 1), where Y was the 
predicted response, β0 a constant (intercept), βi the linear coefficient, βii the quadratic 
coefficient, βij the interaction coefficient, and Xi and Xj the coded levels of the 
independent variables. 
 
𝑌 =  𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑋𝑖 + 
3
𝑖=1
∑ 𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2
3
𝑖=1
+ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗
3
𝑖≠𝑗=1
 
  
(Eq. 1) 
After HIP processing, the MCA was determined directly in the enzyme 
solutions in SP buffer, and after extraction of the enzymes in the UF cheese samples. 
To obtain the enzyme extract from the UF cheese, 5 g of cheese were 
triturated and 10 mL of a sodium phosphate buffer solution (pH 6.4 – 0.2M) added 
before homogenizing in an ultra turrax equipment at 15000 rpm for 2 min. The extract 
was subsequently centrifuged at 12000g/10 min/4° C, the supernatant filtered (N° 1 
qualitative filter paper – 0.13-0.17 mm – HNM – Hahnemühle, Germany) and the 
extract recovered and used for the determination of MCA. 
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The results obtained were analyzed considering the significant effects, and the 
analysis of variance (ANOVA) applied to determine the significance of the regression 
and the lack of fit (pure error) using the F test at a 95% confidence level (p ≤ 0.05). 
The regressions approved in the F test (significance of the regression and non-
significance of the lack of fit) were used to generate a mathematical model (Myers & 
Montgomery, 2002). These analyses were carried out using the software Statistica® 
7.0 and the values for R2 were also calculated. 
 
2.2 Determination of the milk coagulation activity (MCA) 
 
The MCA was determined according to the procedures described by Leite 
Júnior; Tribst & Cristianini, (2014): 300 μL of the enzyme solution prepared in the SP 
buffer (pH 6.4, 0.2 M) and 300 μL of the enzyme extract obtained from the UF 
cheese were each added to 3 mL 10% reconstituted skimmed milk powder (36.9% 
protein, 0.5% fat, 3.7% moisture, Tangará Foods, Espírito Santo, Brazil) with the 
addition of calcium chloride (0.01M). The enzyme reaction was carried out at 36 ± 
1ºC and the coagulation time started the moment the enzyme solution was added. 
The end of the reaction was determined when the first clots could be seen in the 
tube. The MCA of the samples was calculated according to the same authors. In 
addition the non-processed samples were analyzed to determine the relative milk 
coagulation activities (RMCA) of the enzymes processed by HIP, according to 
Equation 2:  
RMCA (%) = (MCAafter_HIP_in solution/or in UFC/ MCA non-processed_sample in_solution/or_in_UFC)*100 
(Eq. 2) 
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 2.3 Validation of the models: Evaluation of the MCA using enzymes processed 
by HIP under inactivation conditions 
 
Enzyme solution samples were prepared according to item 2.2 and UF cheese 
samples according to item 2.3. The HIP processes were carried out under 
inactivation conditions for each enzyme, established as 300 MPa/ 9 min/ 25 ºC for 
the enzymes in UF cheese and 380 MPa/ 9 min/ 25 ºC for the enzymes in the sodium 
phosphate buffer solution. A control was also prepared for each enzyme sample 
(non-processed enzyme) to determine the RMCA according to Equation 2. 
2.4 Statistical analyses 
 
For validation, the processes and MCA analyses were carried out with three 
repetitions and each experimental unit was carried out in triplicate. The analysis of 
variance (ANOVA) was applied to compare the effects of the different treatments, 
and Tukey’s test to determine the differences between them at a 95% level of 
confidence. The statistical analyses were carried out using the Statistica 7.0 software 
(StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) and the results presented as the mean ± 
standard deviation. 
 
2.5 Results and Discussion 
 
Table 1 shows the results obtained for residual milk coagulation activity of the 
coagulants after different conditions of HIP processing in UF cheese and SP buffer 
solution. The enzymes presented different degrees of resistance to HIP, being 
activated or inactivated as a function of the process conditions. In general the 
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enzymes were activated up to a certain pressure/ time limit, and subsequently, any 
further increment in the processing conditions resulted in a reduction in the MCA. 
Specifically, processes carried out at 151 MPa/ 4 min/ 25ºC or at 100 MPa/ 9 
min/ 25ºC caused increases in the activities of all the enzymes both in UF cheese 
and in SP buffer, except for the protease of R. miehei, for which activation was only 
observed at 275 MPa/ 2 min/ 25ºC (maximum increase of 16.5% in SP buffer). This 
was also the processing condition inducing the greatest increases in MCA for 
recombinant chymosin (maximum increase of 19.6% in SP buffer) and in calf rennet 
(maximum increase of 23.5% in UF cheese). On the other hand, no increase in 
activity of bovine rennet or porcine pepsin was noted under this condition, possibly 
because the energy supplied by the process at 275 MPa/ 2 min/ 25ºC was above the 
limit for activating the pepsin fraction (present in greater amounts in these samples) 
(Table 1). 
On the other hand it was shown that the processes carried out at 399 MPa/ 
14 min/ 25ºC, 399 MPa/ 4 min/ 25 °C and 450 MPa/ 9 min/ 25 °C caused significant 
reductions in the activities of all the enzymes, the process at 450 MPa/ 9 min/ 25 °C 
being the most drastic, resulting in reductions of 93.6% and 75.3% in the protease of 
R. miehei, 99.4% and 98.7% for recombinant chymosin, 99.3% and 76.9% for calf 
rennet, 96.3% and 59.3% for bovine rennet and 99.5% and 93.0% for porcine pepsin 
in UF cheese and SP buffer, respectively (Table 1). 
The results for MCA obtained as from the CCRD for each enzyme were 
submitted to an analysis of variance (ANOVA), and the significance of the regression 
verified (p<0.05) as also the non-significance of the lack of fit (p>0.05), indicating that 
the models were predictive and highly reproducible. Table 2 shows the coded models 
generated for each enzyme in both UF cheese and in SP buffer, and the values for 
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R2 of each model. As from the evaluation of R2, it could be seen that the data 
adjusted well to the model with values for R2 varying from 91.98 to 98.91%. Thus, as 
from each model, response surfaces could be generated as a function of the 
pressure (MPa) and time (min) within the range evaluated. 
Table 3 shows the validation of the milk coagulation activity models for the 
enzymes processed in the different matrixes (UF cheese and sodium phosphate 
buffer). Based on the values encountered it was concluded that the relative error was 
within the expected limits, taking the variability of the analysis into consideration, 
which corroborates the precision and accuracy of the model. 
As from the response surfaces generated (Figure 1), maximum increases in 
the MCA of 16, 20, 23, 29 and 40% were found in the processes carried out with UF 
cheese for the protease of R. miehei, recombinant chymosin, calf rennet, bovine 
rennet and porcine pepsin, respectively. In SP buffer solution these values were 17, 
18, 18, 13 and 27% for the same enzymes, respectively. In addition it was shown that 
for the processes carried out in UF cheese using the most extreme conditions of the 
surface (450 MPa/ 16 min/ 25 °C), all the enzymes were inactivated, whereas in SP 
buffer solution, only the recombinant chymosin and porcine pepsin were inactivated 
under this condition, residual activity of 12, 24 and 48% remaining for the R. miehei 
protease, calf rennet and bovine rennet, respectively. 
Figure 2 shows the compilation of the results obtained for MCA generated by 
the response surfaces as a function of pressure (varying from 100-450 MPa) for 16 
min at 25ºC, aiming to compare the resistance of the coagulants processed by HIP in 
UF cheese and in SP buffer solution. 
In general it was shown that porcine pepsin was the most sensitive of the 5 
coagulants evaluated, both in UF cheese and in SP buffer solution. On the other 
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hand, the behavior of the other enzymes varied as a function of the matrix evaluated. 
In UF cheese it was shown that the enzymes containing a greater amount of 
chymosin in their formulation (recombinant chymosin and calf rennet), and the 
protease obtained from R. miehei, presented greater and similar resistances to the 
HIP process as compared to the other enzymes (Figure 2A), the low resistance of the 
pepsin fraction (porcine or bovine) standing out. However in SP buffer solution, the 
opposite was found, and the greater the concentration of bovine pepsin in the 
formulation, the greater the resistance to pressure (Figure 2B). 
In addition it was shown that the enzymes presented less resistance to the 
HIP process in UF cheese, being inactivated with greater ease than in processes 
applied in SP buffer solution (Figure 2). This fact demonstrates the importance of the 
medium in which the enzymes are to determine the true effect of the HIP process on 
the MCA in the medium. 
Throughout the years, many research projects have studied the effect of HP 
on proteins and enzymes (Tribst et al., 2016; Ohmae et al., 2007; Hendrickx  et al., 
1998; Leite Júnior; Tribst & Cristianini, 2014; Eisenmenger & Reyes-De-Corcuera, 
2009; Malone et al., 2003; Rauh; Baars & Delgado, 2009). In studies carried out in 
acid buffer solutions (pH 5.6) it was shown that pressures of up to 280 MPa 
promoted activation of coagulants such as calf rennet (Leite Júnior, Tribst, Bonafe, & 
Cristianini, 2016), bovine rennet, recombinant chymosin and porcine pepsin (Leite 
Júnior, Tribst, & Cristianini, in press), and that higher pressures (>500 MPa) (Leite 
Júnior, Tribst, & Cristianini, in press) resulted in the inactivation of various coagulants 
in the same buffer. The comparison of these last data with those obtained in acid 
buffer demonstrated that the processing under acid conditions increased the 
resistance in buffer solution for all the enzymes (the residual activity at 400 MPa/ 5 
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min/ 25ºC was between 20 and 30% greater than the sample processed at pH 5.6) 
with the exception of the enzyme from R. miehei, which showed the same resistance 
when the process was carried out at pH 5.6 and  at pH 6.4. This comparison 
elucidates the fact that the enzyme presented greater resistance to high pressure 
processing when submitted to the process at the optimum pH value (pH 5.6). 
Some mechanisms attempt to elucidate the possible effects of the HP process 
on the structures of the proteins and enzymes, which can vary drastically depending 
on the magnitude of the pressure (KNORR; HEINZ; BUCKOW, 2006). Amongst 
these changes, the following stand out: intramolecular interactions, hydration of 
charged groups and the stabilization of hydrogen bonds, which affect both the global 
equilibrium of the forces responsible for maintaining the structure of the enzyme and 
also its reaction mechanism (BOONYARATANAKORNKIT; PARK; CLARK, 2002). 
According to the study of Kunugi, (1992), hydrogen bonds are stabilized at 
high pressures, a theory which could explain the increase in resistance of some 
enzymes when submitted to pressure. On the other hand, the greatest influence of 
pressure in enzymatic inactivation is due to alterations in protein structure 
rearrangements caused by the process (HENDRICKX et al., 1998), and also the 
changes in hydration that accompany the rupture of other non-covalent 
intramolecular interactions (MOZHAEV et al., 1996). 
There are currently few research projects evaluating the effect of high 
pressure on enzymes found in different matrixes, and none were found dealing with 
dairy products. In a study carried out by Tribst et al., (2016), the effect of HIP on 
polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POD) in sweet potato at different 
matrixes (cubes, puree or in phosphate buffer (pH 6.5) were evaluated and different 
responses were found as a function of the matrix. Thus the effect of HIP on enzymes 
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can vary substantially as a function of process parameters such as pressure, time 
and temperature, as well as factor such as the matrix, pH, moisture content and other 
properties of the food matrix (MÚJICA-PAZ et al., 2011), which could possibly 
interfere with the alterations caused by the HIP in the enzyme conformations, making 
it impossible to generalize on the effects of the process as a function of the matrix 
conditions. 
Thus it can be seen that the HP process can be applied both to increase and 
to reduce the enzymatic activity of different milk coagulants as a function of the 
process conditions and the matrix in which they are housed. This is of interest in 
cheese processing, aiming to accelerate ripening in the case of ripened cheeses 
(processes under activation conditions) or extend the shelf life in the case of fresh 
cheeses (processes under inactivation conditions). This could be of special interest 
for ultrafiltered cheeses, which have no whey-off step and therefore maintain the 
whole amount of enzyme added in the coagulation step, the activity of which could 
cause a reduction in texture during storage, increasing syneresis and forming bitter 
compounds. Thus undesirable changes in the flavor and texture of UF cheeses 
caused by residual coagulant could be minimized by applying HIP. 
 
2.6 Conclusions 
 
Based on the results of the present research, it can be said that high pressure 
is a technology capable of causing significant changes in the activity of milk 
coagulants. Pressures of up to 275 MPa for 2 minutes were capable of increasing the 
hydrolytic profile of the coagulants, and pressures between 300 and 450 MPa for 
times of between 2 and 16 minutes at room temperature were capable of reducing 
the MCA by more than 99%. In addition it was shown that the medium in which the 
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enzyme was housed was determinant in the resistance of the enzymes to the 
pressures applied, this normally being smaller when the enzyme was processed in 
cheese than when processed in phosphate buffer. Finally it should be highlighted that 
the use of HP in UF cheese could possibly have a positive effect on prolonging the 
shelf life of this product, minimizing possible flavor and texture changes caused by 
the activity of coagulants during storage. 
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Figure 1: The relative milk coagulation activity of protease from Rhizomucor miehei (A1 and A2), recombinant chymosin (B1 and 
B2), calf rennet (C1 and C2), bovine rennet (D1 and D2) and porcine pepsin (E1 and E2) processed by high isostatic pressure in 
ultrafiltered cheese (1) and in sodium phosphate buffer solution (2). 
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Figure 2: Comparison of the resistances of the coagulants processed by HIP in UF cheese and in phosphate buffer solution as 
from the results for MCA generated by the response surfaces as a function of pressure (varying from 100 to 450 MPa) for 16 min at 
25 ºC. 
RMCA: Relative milk-clotting activity. 
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Table 1: Residual activity of the coagulants after processing by HIP in UF cheese and in sodium phosphate buffer solution 
        Residual activity (%) 
    
R. miehei 
protease 
Recombinant 
Chymosin 
Calf rennet Bovine rennet 
Porcine 
pepsin 
Process 
Pressure 
(MPa) 
Time 
(min) 
Temperature 
(°C) 
In UF 
cheese 
In In UF 
cheese 
In 
buffer 
In UF 
cheese 
In 
buffer 
In UF 
cheese 
In 
buffer 
In UF 
cheese 
In 
buffer buffer 
1 151 14 25 89.7 101.6 88.5 99.6 101.9 96.9 95.8 103.1 86.3 99.2 
2 399 14 25 7.3 39.2 0.6 12.3 5.7 53.5 4.4 65.8 0.6 16.7 
3 151 4 25 99.9 109.0 102.0 102.6 105.8 103.9 105.2 107.6 96.6 105.9 
4 399 4 25 33.1 58.9 5.2 50.9 9.3 76.7 12.4 86.8 1.0 45.9 
5 100 9 25 99.4 92.6 116.0 110.9 108.2 106.3 104.7 102.3 104.8 103.9 
6 450 9 25 6.4 24.7 0.6 1.3 0.7 23.1 3.7 40.7 0.5 7.0 
7 275 2 25 108.0 116.5 110.1 119.5 123.5 113.0 95.6 102.0 43.3 90.8 
8 275 16 25 63.4 85.9 56.1 90.8 74.1 96.3 33.9 91.8 4.1 49.0 
9 275 9 25 68.9 88.7 81.4 96.7 93.5 96.9 58.1 100.5 8.6 58.9 
10 275 9 25 66.6 88.2 70.5 99.6 88.1 96.5 55.0 93.9 11.9 61.7 
11 275 9 25 73.5 94.2 76.2 97.6 84.7 101.3 58.8 98.0 12.4 60.9 
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Table 2: Coded model and R2 considering the significant coefficients for RMCA (%) of the milk clotting enzymes processed by HIP 
Model 
Enzyme In UF cheese R² In Phosphate buffer R² 
R. miehei protease RMCA = 74.442-35.090*P-12.844*P²-12.362*T 94.97% RMCA = 94.810-26.077*P-17.943*P²-8.805*T 95.41% 
Recombinant Chymosin RMCA = 74.262-43.479*P-13.725*P²-11.819*T 91.98% RMCA = 97.983-36.763*P-24.519*P²-10.281*y-8.891*P*T 97.23% 
Calf Rennet RMCA = 88.564-43.118*P-22.335*P²-9.678*T 92.05% RMCA = 100.793-23.526*P-18.049*P²-6.714*T 94.26% 
Bovine Rennet RMCA = 59.633-40.882*P-3.539*P²-13.074*T 94.14% RMCA = 98.744-18.162*P-11.722*P²-4.992*T 92.22% 
Porcine Pepsin RMCA = 10.944-41.125*P+22.845*P²-8.264*T+8.350*T² 96.85% RMCA = 59.139-34.954*P-11.886*T+6.176*T²-5.639*P*T 98.91% 
Where P is the isostatic pressure (MPa); T is the process time (min); and RMCA: Relative milk-clotting activity. 
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Table 3: Validation of the model for the milk clotting activity of enzymes processed by high pressure in UF cheese and in sodium 
phosphate buffer  
Samples 
Relative MCA (%) 
Experimental 
Relative MCA (%) 
Predicted by Model 
Relative Error 
(%) 
Absolute 
Error 
R. miehei 
protease 
In cheese 60.7 ± 2.4 66.8 1.1 10.0 
In buffer 61.3 ± 3.5 72.7 1.2 18.6 
Recombinant 
Chymosin 
In cheese 28.9 ± 0.1 36.8 1.3 27.3 
In buffer 58.4 ± 1.6 49.1 0.8 15.8 
Calf rennet 
In cheese 70.4 ± 3.1 51.1 0.7 27.4 
In buffer 86.3 ± 2.1 67.8 0.8 21.4 
Porcin Pepsin 
In cheese 6.3 ± 0.1 3.5 0.6 43.3 
In buffer 24.3 ± 1.4 29.4 1.2 21.3 
Bovine rennet 
In cheese 27.6 ± 2.3 51.2 1.9 85.5 
In buffer 88.6 ± 1.1 74.9 0.8 15.5 
In UF cheese, processes of 300 MPa/ 9 min/ 25 ° C were used, and in sodium phosphate buffer, of 380 MPa/ 9 min/ 25 ° C. 
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Capitulo 3 - Avaliação das propriedades físico-químicas, microbiológicas, 
reológicas e microestruturais de queijo ultrafiltrado processado por alta 
pressão isostática  
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Resumo 
Queijos frescos podem ser afetados pela proteólise resultando em modificações dos 
atributos sensoriais. A tecnologia de alta pressão isostática (API) pode promover 
redução da proteólise e, consequentemente, extensão do vida de prateleira de 
queijos frescos. Neste contexto, esse trabalho avaliou as características físico-
químicas, reológicas, microbiológicas e microestruturais de queijo ultrafiltrado (UF) 
processado por API. Os queijos UF foram coagulados por quimosina recombinante 
(QR) e por coalho bovino (CB), processados a 600 MPa/5 min/25 °C e armazenados 
a 7 °C por até 56 dias. Resultados do delta E - ∆E não ultrapassaram os limites 
considerados como altamente perceptíveis ao olho humano. Verificou-se aumento 
significativo da sinérese ao longo do tempo. Queijo UF coagulado por QR não 
processado e processado por API atingiram 36 e 29% de sinerese após 56 dias, 
respectivamente. Para o queijo UF coagulado por CB valores similares foram obtidos 
até 42 dias. As amostras de queijo UF coagulado por QR não apresentaram 
diferença significativa em relação ao pH enquanto que as amostras controle de 
queijo UF coagulado por CB apresentaram menor pH ao longo de tempo. As 
imagens obtidas por microscopia confocal evidenciaram perfis de microestrutura 
similares de queijo entre as amostras coaguladas por ambas enzimas. Por outro 
lado, o processo de API tornou os queijos UF mais firmes após o processamento e 
ao longo do tempo. Os queijos processados por API coagulados por QR e por CB 
apresentaram uma redução de 42,8 e 52,5% na proteólise, respectivamente, após 1 
dia de estocagem em comparação aos controles. Esses resultados foram ratificados 
pela avaliação qualitativa dos eletroferogramas das proteínas dos queijos por 
eletroforese capilar. Por fim, o processo de API foi capaz de manter as contagens de 
psicrotróficos a níveis satisfatórios até 42 e 28 dias para queijo coagulado por QR e 
CB, respectivamente. Conclui-se que a tecnologia de alta pressão é promissora para 
queijos frescos UF, devido à redução da proteólise e extensão da vida de prateleira. 
 
Palavras chave: alta pressão isostática, queijo ultrafiltrado, quimosina 
recombinante, coalho bovino. 
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3.1 Introdução 
 
O queijo se destaca entre os produtos lácteos consumidos no Brasil, sendo 
estimado uma média de consumo de 4 Kg/ pessoa (FAO, 2015). Em 2015, dos 34 
bilhões de litros de leite comercializados, 46 % (11 bilhões de litros) foram utilizados 
para produção de queijos (ZOCCAL, 2016). 
Dentre os queijos, o queijo ultrafiltrado (UF) vem ganhando espaço no 
mercado por ser um queijo fresco, de qualidade e maior valor nutricional (pelo 
acréscimo das proteínas do soro) (HEINO; UUSI-RAUVA; OUTINEN, 2010) quando 
comparado aos queijos frescos feitos por processo tradicional. 
Para obtenção do queijo UF tecnologias de membranas são requeridas no 
processo de fabricação. Esse método incorporou avanços significativos na 
fabricação de queijos promovendo aumento de rendimento, incorporação de 
proteínas do soro, diminuição de perdas de gordura, melhoria da qualidade 
microbiológica e eficiência na planta (SABOYA et al., 2001). O método foi 
inicialmente estudado por Maubois, Mocquot e Vassal na década de 1960, e o 
processo recebeu o nome de MMV (MISTRY, 2013). 
A ultrafiltração remove água, lactose e alguns minerais do leite (MAUBOIS; 
MOCQUOT, 1975) e pode concentrar o leite em até duas vezes (GOVINDASAMY-
LUCEY et al., 2011) ou mais (CUNHA et al., 2002). Esse processo traz algumas 
vantagens ao queijo como a uniformidade da composição do leite, queijos 
padronizados, gel mais firme com menores perdas de caseína para o soro e 
aumento do rendimento (MISTRY, 2013). 
Após a ultrafiltração do leite, o processo de fabricação do queijo UF elimina a 
etapa de dessoragem (etapa que remove a grande maioria do soro presente no 
queijo recém coagulado). No entanto, todo coagulante adicionado ao leite durante a 
etapa de coagulação permanece no queijo e isso pode acarretar problemas 
sensoriais no decorrer da vida de prateleira, pois as enzimas, mesmo que sob 
refrigeração, ainda possuem uma atividade residual que pode levar a formação de 
compostos (peptídeos curtos hidrofóbicos), via proteólise, que geram sabor amargo 
em queijos. 
Do ponto de vista microbiológico, o queijo UF fresco precisa de cuidado 
especial em sua fabricação e na manutenção da sua vida de prateleira, pois possui 
pH, nutrientes e Aw favorável ao desenvolvimento de micro-organismos. Sendo 
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assim, este produto necessita de uma nova tecnologia que possa agregar vantagens 
visando a melhoria da qualidade sensorial e microbiológica. Neste cenário a 
tecnologia de alta pressão isostática pode vir a oferecer essas vantagens, como 
mostrado por muitos estudos, em que a API tem efeito de inativação de enzimas e 
redução da contagem de micro-organismos (LINTON et al., 2008; LEITE JÚNIOR; 
TRIBST; CRISTIANINI, 2016). 
Portanto, visando estender a vida de prateleira de queijo UF, minimizando a 
formação de compostos que causam sabor amargo, este estudo objetivou avaliar as 
propriedades físico-químicas, reológicas, microbiológicas e estruturais de queijo UF 
coagulado por quimosina recombinante ou por coalho bovino. 
 
3.2 Material e métodos 
 
3.2.1 Matérias primas 
 
3.2.1.1 Leite ultrafiltrado 
 
O leite ultrafiltrado (13 % de proteína, 6,5 % de gordura e 78 % de umidade) 
foi doado pelo laticínio Danúbio (Cruzeiro – SP). 
 
3.2.1.2 Enzimas 
 
As enzimas utilizadas foram: quimosina obtida por recombinação genética 
com atividade de 2500 IMCU.g-1 (ChyMax-M2st®, Chr Hansen, Valinhos, São Paulo, 
Brasil) e coalho bovino com atividade de 200 IMCU.mL-1 (Coalho Líquido BV®, Bela 
Vista Ltda, Santa Catarina, Brasil, contendo 80-90% de pepsina bovina e 10-20% de 
quimosina bovina). 
 
3.2.2 Produção do queijo ultrafiltrado fresco  
 
 Leite ultrafiltrado (2 L) foi adicionado de cloreto de cálcio (0,01M) e cloreto de 
sódio (1%) e após 10 min a 36 °C±1, foi adicionado um volume de enzima 
correspondente a uma concentração final de 50 IMCU.L de leite-1 e o processo de 
coagulação foi iniciado. Após 40 min de coagulação a 36 °C±1 o queijo foi dividido 
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em 10 partes iguais embalados individualmente em plásticos flexíveis (LDPE -Nylon-
LDPE, Brasil), sendo 5 partes separados para o tratamento controle e 5 partes 
seladas à vácuo e submetida ao processo de API (600 MPa / 5 min / 25° C). O 
processo de fabricação em 3 repetições foi similar para queijo UF coagulado por 
quimosina e queijo UF coagulado com coalho bovino. 
 
3.2.3 Processamento por Alta Pressão Isostática do queijo UF 
 
Para o processamento por API foi aplicado um processo de 600 MPa / 5 min / 
25° C nos queijos UF coagulados por quimosina recombinante ou por coalho bovino. 
Os experimentos foram conduzidos em um equipamento piloto de alta pressão (QFP 
2L-700 Avure Technologies, OH, EUA). Este equipamento atinge pressões de até 
690 MPa e temperaturas de até 90ºC. A temperatura do bloco de câmara do 
equipamento e a temperatura inicial da água foi ajustada para a condição do 
processo levando em consideração a taxa de aumento de temperatura prevista sob 
condições adiabáticas neste equipamento (3 °C / 100 MPa). Como avaliação 
comparativa uma amostra controle (não-processado) não foi submetido ao processo 
de API. 
 
3.2.4 Determinação da sinérese durante a vida de prateleira 
 
A percentagem de sinérese dos queijos foi quantificada a partir da separação 
espontânea do soro de acordo com a metodologia descrita por Amatayakul; Sherkat; 
Shah (2006). A sinérese foi expressa como o percentual de massa de soro liberado 
dividido pela massa inicial da amostra de acordo com a Equação 1. 
  
Sinérese (%) = (
Massa soro
Peso total
) 𝑥100 
 
Eq. 1 
A sinérese foi determinada imediatamente após o processo e durante a vida 
de prateleira (14 em 14 dias). Durante o período as amostras ficaram armazenadas 
a 7 °C. 
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3.2.5 Determinação do pH dos queijos durante a vida de prateleira 
 
Para determinar o pH, alíquotas de 10 g de queijo foram ressuspendidas em 
90 mL de água destilada para cada amostra de queijo. Um pHmetro (Mettler-Toledo 
GmbH, Schwerzenbach, Switzerladn) foi usado para medir o pH. 
 
3.2.6 Avaliação da proteólise 
 
Para avaliação da proteólise, o nitrogênio total (NT) foi determinado pelo 
método de micro-Kjeldahl de acordo com AOAC (1995) e foi usado um fator de 6,38 
para calcular a proteína total. Para determinar nitrogênio solúvel em pH 4,6, foi 
usado método macro-Kjeldahl com adaptações (BARBANO et al, 1991). 
 
3.2.7 Eletroforese Capilar 
 
A análise de eletroforese capilar foi realizada de acordo com os 
procedimentos descritos por Leite Junior et al. (2014). Para isto, 50 mg de cada 
amostra foi coletado e o preparo da amostra, além das condições dos ensaios 
seguiram os procedimentos descritos pelos mesmos autores. A identificação das 
maiores frações da caseína foi analisada de acordo com os padrões apresentados 
por Ortega, Albillos, & Busto, (2003); Albillos, Busto, Perez-Mateos, & Ortega (2006); 
Leite Júnior et al. (2014). 
 
 
3.2.8 Avaliação da textura dos queijos por teste de compressão uniaxial 
durante a vida de prateleira 
 
Para as análises de teste compressão uniaxial os tamanhos dos cilindros de 
queijos foram de 1,5 cm de diâmetro e 1,5 cm de altura. As amostras foram cortadas 
sob refrigeração e equilibradas a temperatura ambiente antes das análises. O 
analisador de textura foi o Stable Micro System (TA-XT2i® Texture Analyzer, Surrey, 
England) calibrado com uma carga máxima de 25 kN. Para as condições de análise 
do teste de compressão uniaxial foi usado uma compressão de 75 % a uma 
velocidade de 1 mm/s (SANDRA; STANFORD; GODDIK, 2004). Essa análise foi 
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realizada imediatamente após o processo e durante a vida de prateleira (14 em 14 
dias). Durante o período as amostras ficaram armazenadas a 7 °C. 
 
3.2.9 Avaliação da microestrutura dos queijos por microscopia confocal  
 
Para avaliação da microestrutura dos queijos por microscopia confocal a laser 
a preparação das amostras seguiu a metodologia descrita por Hussain et al., (2012). 
As condições para obtenção das imagens seguiram a metodologia descrita pelos 
mesmos autores. As análises foram realizadas após 1, 28 e último dia de vida de 
prateleira (56 dias para queijo UF coagulado por quimosina recombinante e 42 dias 
para queijo UF coagulado por coalho bovino). Durante o período as amostras 
ficaram armazenadas a 7 °C. 
 
3.2.10 Avaliação da cor do produto após fabricação e durante a vida de 
prateleira 
 
A mensuração de cor foi realizada conforme descrito por Okpala; Piggott; 
Schaschke (2010) utilizando um colorímetro HuterLab® Miniscan XE 45/0-L 
(HuterLab). A cor da superfície dos queijos foi descrita usando a escala CIELab: L*, 
luminosidade variando de 0 (preto) a 100 (branco), a* (verde para vermelho) e b* 
(azul para amarelo). O total das diferenças de cor (∆E) entre os queijos foram 
calculadas seguindo a Equação 2. Amostras de queijo foram cuidadosamente 
cortadas e a medição foi realizada em 4 pontos distintos de cada tratamento, em sua 
parte externa. A avaliação da cor dos queijos foi realizada imediatamente após o 
processo e durante a vida de prateleira (14 em 14 dias). Durante o período as 
amostras ficaram armazenadas a 7 °C. 
 
∆𝐸 = [(∆𝐿)2 + (∆𝛼)2 + (∆𝑏)2]0,5 
Eq. 2 
3.2.11 Contagem de micro-organismos psicrotróficos 
 
Para contagem de micro-organismos psicrotróficos foi utilizado o ágar padrão 
de contagem (PCA). Para isto, amostras de 10g de queijo UF foram ressuspendidos 
em 90 mL de solução salina 0,85%. O plaqueamento do tipo pour plate foi realizado 
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e em seguida as placas foram armazenadas a 7° C por 10 dias (VANDERZANT & 
SPLITTSTOESSER, 1992). As análises foram realizadas imediatamente após o 
processo e durante a vida de prateleira (14 em 14 dias). Durante o período as 
amostras ficaram armazenadas a 7 °C. 
 
3.2.12 Avaliação estatística 
 
A avaliação dos resultados foi feita por análise estatística dos mesmos. Para 
isso, os processos e as análises foram realizados em três repetições e cada unidade 
experimental foi realizada em triplicata. Posteriormente, os dados foram submetidos 
a um delineamento experimental com aplicação da análise de variância ANOVA e 
utilização do teste de Tukey para avaliação das diferenças significativas e avaliação 
do p-valor ao nível de 5%. A análise estatística foi realizada utilizando-se o software 
Statistica (StatiSoft INC). 
 
3.3 Resultados e Discussão 
 
3.3.1 Efeito da API nas características físico-químicas do queijo UF 
 
Diversos fatores podem influenciar nas propriedades físico-químicas dos 
queijos, dentre eles o pH possui grande importância, uma vez que influencia 
diretamente a estabilidade das micelas de caseínas e os minerais do leite (LUCEY; 
FOX, 1993; PASTORINO; HANSEN; McMAHON, 2003). 
Os valores encontrados para pH nos queijos UF no decorrer da vida de 
prateleira não foram diferentes estatisticamente para queijo UF coagulado por 
quimosina recombinante (Tabela 1). Já para queijo UF produzido com coalho bovino, 
pode-se observar que as amostras controles apresentaram menor valor nos tempos 
1, 14 e 28 dias (Tabela 1). 
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Tabela 1 – pH de queijo UF controle e processado por API coagulado por quimosina 
recombinante e coagulado por coalho bovino.  
Queijo UF coagulado por quimosina recombinante 
Dias 1 14 28 42 56 
Controle 6,30 ± 0,06 a 6,24 ± 0,02 a 6,06 ± 0,10 a 5,80 ± 0,51 a 5,70 ± 0,16 a 
API 6,33 ± 0,05 a 6,21 ± 0,05 a 6,06 ± 0,35 a 6,09 ± 0,19 a 6,00 ± 0,20 a 
Queijo UF coagulado por coalho bovino 
Controle 6,28 ± 0,06b 5,98 ± 0,17 b 5,72 ± 0,19 b 5,60 ± 0,05 a ND 
API 6,31 ± 0,06a  6,14 ± 0,14 a 6,03 ± 0,14 a 5,58 ± 0,29 a ND 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (p > 0,05). 
ND: Não determinado. 
 
Resultados semelhantes foram encontrados por Narimatsu et al., (2003) em 
queijo prato fabricado com leite ultrafiltrado, os quais verificaram redução do pH 
devido a fermentação da lactose. A variação do pH é também dependente da 
capacidade tamponante do queijo devido seu teor de proteínas (NARIMATSU et al, 
2003). 
Os resultados mostram a eficácia do processamento por API sobre o queijo 
UF em comparação com os resultados obtidos para o queijo UF não processado. 
Desta forma, possivelmente, o processo de API promoveu uma redução na 
contagem dos contaminantes do queijo o que resultou em uma menor taxa de 
redução do pH do produto. 
A redução significativa do pH para queijo UF coagulado por CB até 28 dias de 
vida de prateleira pode ser explicada pela fermentação da lactose pelos 
contaminantes remanescentes no produto (FOX, 1993). Queijo fresco pode 
apresentar baixos valores de pH (4,9 – 5,3) e alta umidade (SILVA et al., 2003) o 
que torna um meio adequado à sobrevivência de micro-organismos. 
 
3.3.2 Efeito da API na sinérese de queijo UF 
 
A sinérese é um fenômeno que pode ocorrer em alguns derivados lácteos, 
como iogurtes e queijos, no qual parte do soro é expulso (PEARSE; MACKINLAY, 
1989; EVERARD et al., 2007) do gel recém coagulado, que se contrai. Esse 
processo pode ser influenciado por diversos fatores como manipulação, salga e 
umidade (DAVIAU et al., 2000). 
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Neste estudo, na avaliação da sinérese ao longo do tempo foi verificado um 
aumento significativo para todas amostras (Tabela 2). Possivelmente esse resultado 
pode ser explicado pela contração da matriz proteica ao longo do tempo 
(AICHINGER et al., 2003). 
Na avaliação comparativa entre as amostras processadas e não processadas 
por API, de forma geral, verificou-se em termos absolutos maiores valores iniciais 
para as amostras processadas por API (Tabela 2). Fato esse pode ser explicado 
pela pressão empregada que compactou o queijo UF expelindo mais soro do 
sistema. Outros estudos ratificam que a tecnologia de alta pressão quando 
empregada no processo de fabricação de queijos pode acarretar em aumento inicial 
da sinérese pela compactação da massa (CAPELLAS ET AL., 2001; EVERT-
ARRIAGADA et al., 2012). 
Needs et al., (2000) relataram menor taxa de sinerese nas amostras de queijo 
processadas a 600 MPa, possivelmente devido a maior inclusão de proteínas de 
soro a massa do queijo. Fato semelhante pôde ser observado neste presente 
estudo. 
 
Tabela 2 – Resultados da porcentagem (%) sinérese para queijo UF coagulado com 
quimosina recombinante e para queijo UF coagulado com coalho bovino. 
Queijo UF coagulado por quimosina recombinante 
Dias 1 14 28 42 56 
Controle 4,12 ± 0,56 aA 22,38 ± 2,12 aB 28,04 ± 4,52 aB 28,76 ± 0,84 aB 36,12 ± 1,70 aC 
API 6,92 ± 2,39 aA 19,30 ± 1,28 aB 25,65 ± 5,48 aBC 24,61 ± 5,13 aBC 29,68 ± 2,84bC 
Queijo UF coagulado por coalho bovino 
Controle 2,01 ± 1.88aA 25,33 ± 7,78 aB 33,24 ± 7,04 aB 36,47 ± 5,45 aB ND 
API 5,49 ± 1,74 aA 20,53 ± 4,07 aB 23,43 ± 4,63 aB 29,06 ± 1,76 aB ND 
Médias seguidas de mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha, 
respectivamente, não diferem entre si (p > 0,05). 
 
Por outro lado, ao longo da vida de prateleira, em termos absolutos, menores 
valores de sinerese foram observados nos queijos processados por API. Essa 
diferença possivelmente se deve à desnaturação das proteínas do soro promovida 
pelo processo (TRUJILLO, CAPELLAS, SALDO, GERVILLA, & GUAMIS, 2002; 
HUPPERTZ, FOX, DE KRUIF, & KELLY, 2006) as quais, aumentaram a capacidade 
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de retenção de água resultando em uma menor sinérese dos queijos. Além disso, o 
queijo UF se destaca por possuir maior concentração dessas proteínas, uma vez 
que no processo de ultrafiltração elas são retidas (retentado) compondo a massa do 
queijo (MAUBOIS; MOCQUOT, 1975), favorecendo ainda mais a capacidade de 
retenção de água. No entanto, estatisticamente, somente foram verificados menores 
valores de sinerese para as amostras de queijos processados por API coagulados 
por QR em relação ao controle após 56 dias (Tabela 2). 
 
 
3.3.3 Efeito da API na cor de queijo UF 
 
Os resultados obtidos para cor de queijo UF coagulado com quimosina 
recombinante são apresentados na Tabela 3. Apesar de haver diferença estatística 
em determinados tempos para os parâmetros L*, a* e b* (1 e 14 dias para L*, 42 e 
56 dias para a* e 14 dias para b*), esses resultados não impactaram em diferença 
perceptível ao olho humano avaliado pelo ∆E (Tabela 3). A diferença perceptível 
pode ser explicada pelos valores de ∆E que mostram a diferença de cor entre 
amostras com base no queijo UF do tempo 1 dia comparado aos demais tempos 
analisados. Segundo Adekunte et al., (2010), para que haja diferença significativa e 
perceptível ao olho humano, as variações de ∆E são na ordem de: (i) ∆E > 3,0 
(mudança muito perceptível); (ii) 3,0 > ∆E > 1,5 (perceptível); (iii) ∆E < 1,5 (sem 
mudança de cor perceptível). Outros autores consideram que apenas valores de ∆E 
acima de 2,0 correspondem a mudanças de cor visualmente perceptíveis entre duas 
amostras (CHOI; KIM; LEE, 2002). 
Para as amostras de queijo UF coagulado com coalho bovino, fato 
semelhante foi observado, pois mesmo com alguns parâmetros obtendo diferença 
estatística entre as amostras (1 e 28 dias para L*; 1, 14 e 28 dias para a* e 1 e 42 
dias para b*) os valores de ∆E dos queijos UF (coagulado por coalho bovino) não 
ultrapassaram os limites considerados como altamente perceptíveis ao olho humano 
(Tabela 4). Portanto, esse resultado reforça que o processo de API não provoca 
mudanças perceptíveis na cor de queijos frescos. 
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Tabela 3 – Resultados de cor para queijo UF coagulado com quimosina recombinante. 
Queijo UF coagulado por quimosina recombinante 
Dias 1 14 28 42 56 
Amostras L* 
Controle 71,99 ± 0,25 a 72,78 ± 0,64 a 70,25 ± 0,30 a 70,78 ± 1,08 a 69,83 ± 1,27 a 
API 70,92 ± 0,36b 72,01 ± 0,89 b 70,23 ± 0,68 a 71,73 ± 0,88 a 70,33 ± 1,14 a 
 
a* 
Controle -0,50 ± 0,07 a -0,59 ± 0,13 a -0,53 ± 0,11 a -0,40 ± 0,09 a -0,55 ± 0,18 a 
API -0,62 ± 0,17 a -0,70 ± 0,14 a -0,59 ± 0,17 a -0,63 ± 0,08 a -0,74 ± 0,20 b 
 
b* 
Controle 5,63 ± 0,21 a 4,73 ± 0,12 a 4,78 ± 0,33 a 4,29 ± 0,23 a 4,97 ± 0,41 a 
API 5,61 ± 0,51 a 4,28 ± 0,31b 4,66 ± 0,56 a 4,54 ± 0,39 a  4,86 ± 0,33 a 
 
∆E 
Controle - 1,2 1,9 1,8 2,26 
API 1,08 1,36 2,01 1,12 1,84 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (p > 0,05). -: Queijo UF 
controle coagulado por QR definido arbitrariamente como padrão 
 
Tabela 4 – Resultados de cor para queijo UF coagulado com coalho bovino. 
Queijo UF coagulado por coalho bovino 
Dias 1 14 28 42 
Amostras L* 
Controle 68,61 ± 0,48a 72,20 ± 0,78 a 69,13 ± 0,60 a 69,81 ± 0,42 a 
API 68,11 ± 0,49b 71,70 ± 0,82 a 71,64 ± 1,13 b 69,60 ± 0,80 a 
  a* 
Controle -0,87 ± 0,10 a -0,59 ± 0,16 a -0,57 ± 0,13 a -0,59 ± 0,17 a 
API -1,07 ± 0,06 b -0,79 ± 0,18 b -0,89 ± 0,18 b -0,70 ± 0,10 a 
  b* 
Controle 4,19 ± 0,19 a 4,58 ± 0,32 a 5,39 ± 0,34 a 4,64 ± 0,38 a 
API 4,44 ± 0,19 b 4,58 ± 0,32 a 5,20 ± 0,29 a 4,21 ± 0,55 b 
  ∆E 
Controle - 2,66 1,34 1,32 
API 0,6 2,95 1,27 1,01 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (p > 0,05). -: Queijo 
UF controle coagulado por CB definido arbitrariamente como padrão 
 
Johnston (1995) afirma que a pressão pode provocar um aumento na 
translucidez do leite. Essas modificações estão correlacionadas com as alterações 
sobre as micelas, uma vez que o processo é capaz de promover a fragmentação e 
redução do tamanho das micelas de caseína a pequenos fragmentos com 
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consequente mudança de luminosidade (JOHNSTON, 1995). Já em queijos, 
geralmente o processo de alta pressão isostática não afeta a cor de forma 
significativa. Porém, alguns parâmetros podem ser afetados em níveis diferentes. 
Capellas et al. (2001) relataram aumento nos valores de b* quando os queijos 
frescos foram processados à 500 MPa / 25°C e 10°C. Pressões de 400 e 600 MPa / 
10 min promoveram aumento da cor branca em queijo cheddar (VOIGT et al., 2012). 
Segundo Gervilla; Ferragut; Guamis, (2001), dependendo da pressão empregada no 
processo, os queijos fabricados com leite de ovelha podem adquirir um tom mais 
amarelado. Desta forma, verifica-se que as respostas são variadas em função do 
queijo analisado, portanto, é imprescindível a avaliação de cor no queijo processado 
para se determinar o real efeito do processo de API sobre a cor final dos queijos. 
 
3.3.4 Efeito da API no conteúdo proteico de queijo UF 
 
A proteólise é o fenômeno mais importante que ocorre em queijos pois possui 
forte influência em atributos como textura, sabor e aroma (FOX et al., 1993; FOX & 
KELLY, 2004; McSWEENEY, 2004). Cada queijo possui um comportamento 
diferente em relação a proteólise, podendo ser desejável ou não. Em queijos 
maturados a proteólise é desejável, pois por meio dela se produz sabor e aroma 
característicos de alguns tipos de queijos. Em queijos frescos, como os queijos UF 
frescos, a proteólise é indesejável, uma vez que pode ser produzido sabor amargo e 
aromas que não são comuns nesse tipo de queijo, que tem como principal 
característica, sabor leve e não acentuado. 
Nitrogênio total e nitrogênio solúvel em pH 4,6 foram mensurados para avaliar 
a proteólise nos queijos UF. De forma específica, o nitrogênio solúvel foi usado para 
analisar a extensão da maturação nos queijos UF, que está relacionado às 
proteases naturais do leite e ao agente coagulante que degradam as proteínas a 
peptídeos de menor massa molecular. Por meio desta análise foi verificado se o 
processo de alta pressão foi eficiente na inativação dos coagulantes testados. 
Neste estudo os resultados mostraram que os queijos processados por alta 
pressão apresentaram menor de grau de proteólise (Tabela 5). No primeiro dia a 
proteólise dos queijos processados por API coagulados por quimosina recombinante 
foi 42,8% menor que a proteólise do queijo controle. Esses resultados evidenciam a 
eficácia do processamento a alta pressão na inativação das enzimas/coagulantes no 
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queijo UF. Após 56 dias de estocagem essa diferença foi de 56%, o que ratifica a 
redução e manutenção da baixa proteólise no queijo processado por API. 
Os resultados demonstram que apesar da quimosina recombinante ser um 
coagulante de elevada especificidade em clivar a ligação Phe105-Met106 da κ-
caseína, pode ainda haver um residual de atividade dessa enzima, mesmo sob 
temperatura de refrigeração (Tabela 5) o que pode promover proteólise ao longo de 
estocagem. Além disso, o percentual de proteólise do queijo UF processado por API 
coagulado por quimosina recombinante pode ter sido ocasionado pela presença de 
enzimas endógenas do leite que são resistentes a API e possuem atividade 
proteolítica. 
 
Tabela 5 – Resultados de nitrogênio total e nitrogênio solúvel em pH 4.6 para queijo 
UF coagulado por quimosina recombinante e queijo UF coagulado por coalho 
bovino.  
Queijo UF coagulado por quimosina recombinante 
Amostras %NT %NNC - 1 dia %NNC - 56 dias 
Controle 15,51 ± 0,00 a 15,51 ± 0,26 a 18,6 ± 0,55 a 
API 15,70 ± 0,00 a 8,87 ± 0,04 b 8,07 ± 0,64 b 
Queijo UF coagulado por coalho bovino 
Amostras %NT %NNC - 1 dia %NNC - 42 dias 
Controle 18,56 ± 0,00 a 15,81 ± 1,34 a 41,06 ± 3,74 a 
API 19,10 ± 0,00 a 7,51 ± 0,11 b 38,56 ± 9,57 a 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (p > 0,05). 
NT: Nitrogênio Total. NNC: % de Nitrogênio solúvel em pH 4,6 calculado em função do NT. 
 
Em queijo UF coagulado por coalho bovino verificou-se que a amostra 
processada por API apresentou uma redução de 52,5 % na proteólise em 
comparação com a amostra controle após 1 dia de processamento. O que ratifica a 
eficácia do processo na redução da proteólise após o processamento. No entanto, 
após 42 dias de estocagem essa diferença foi reduzida para 6%. 
Esta diferença encontrada ao final da vida de prateleira dos queijos 
coagulados por diferentes enzimas pode ser explicada pela sensibilidade das 
enzimas à pressão e pela atividade proteolítica de cada coagulante. Conforme 
apresentado no Capítulo 2 deste trabalho, a quimosina recombinante é mais 
sensível ao processo de API, sendo mais facilmente inativada que o coalho bovino. 
Além disso, na avaliação comparativa entre os queijos UF coagulados pelas 
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diferentes enzimas, verifica-se que o queijo coagulado com coalho bovino 
apresentou uma proteólise mais intensa quando comparada aos queijos UF 
coagulado por quimosina recombinante. Esse fato se deve à elevada atividade 
proteolítica geral do coalho bovino, que possui cerca de 80% de pepsina bovina em 
sua composição, enzima de elevada atividade proteolítica não específica 
(MOSCHOPOULOU, KANDARAKIS, & ANIFANTAKIS, 2007). 
Outro fato importante é que a maior parte da proteólise ocorreu nas primeiras 
24 horas para o queijo coagulado por quimosina recombinante, como evidenciado 
pelos percentuais de nitrogênio solúvel em pH 4,6, que é um indicador de proteólise 
primaria em queijos (RANK et al., 1985). Esse fato pode ser justificado pela elevada 
temperatura durante as primeiras horas após a fabricação do queijo, o que favorece 
a ação dos coagulantes/enzimas presentes. 
Portanto, o controle da proteólise em queijos com uso da alta pressão 
isostática mostrou ser eficaz. A importância desta tecnologia em queijos frescos e 
queijos frescos UF está relacionada ao aumento da vida de prateleira pela inativação 
de micro-organismos (O’REILLY et al., 2000; TRUJILLO et al., 2002; LINTON et al., 
2008) e redução de alteração sensorial indesejável no produto, como aroma, sabor e 
textura (fortemente influenciados pela proteólise). 
 
 
3.3.5 Eletroforese Capilar 
 
 As Figuras 1 e 2 mostram os eletroferogramas de queijos ultrafiltrados 
controle e processados por alta pressão isostática. Nestas figuras os picos foram 
enumerados e identificados individualmente nas legendas. Os queijos foram 
avaliados imediatamente após produção e no final de sua vida de prateleira. Por 
meio dos picos projetados é possível identificar de forma qualitativa quais frações da 
caseína foram hidrolisadas no queijo UF. 
A redução da proteólise está diretamente relacionada ao processamento por 
API, pois o processo reduziu a atividade dos coagulantes e por isso os queijos 
processados por API apresentaram menor grau de hidrólise das frações da caseína, 
conforme verificado nos eletroferogramas. De forma específica, para o queijo 
coagulado pela quimosina recombinante pode-se observar uma maior hidrólise dos 
picos 2 (αs2-CN - ALBILLOS et al., 2006), 5 (αs1-CN - ALBILLOS et al., 2006) e 7 
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(β-CN - ORTEGA, ALBILLOS, & BUSTO, 2003) no eletroferograma do queijo 
controle (Figura 1-B) em comparação com eletroferograma do queijo processado por 
API (Figura 1-D). Esse resultado ratifica a redução da proteólise com a menor 
formação de peptídeos. Para o queijo coagulado com o coalho bovino, verificou-se 
maior hidrólise no pico 2 (αs2-CN - ALBILLOS et al., 2006) e 7 (β-CNB - ALBILLOS 
et al., 2006) (Figura 2 AB) em comparação com o queijo processado por API (Figura 
2 CD) e formação dos picos 12, 14 e 15 apenas no queijo UF controle (Figura 2-B).  
 A maior especificidade da quimosina pelas frações αs1-CN e αs2-CN pode 
ser observada pela maior hidrólise dos picos 2 (αs2-CN) e 5 (αs1-CN) (Figura 1 – 
indicados por setas). Já o coalho bovino, por conter maior concentração de pepsina 
bovina, possui maior especificidade pela fração β-CN, evidenciado pela maior 
manutenção das frações de α-CN (principalmente o pico 5 – Figura 2 – indicado por 
setas) e maior hidrólise da fração β-CN (principalmente pela hidrólise do pico 7 e 
formação do pico 14 - Figura 2B). 
Um estudo com queijo ultrafiltrado relatou desaparecimento dos picos de αs1-
CN e αs0-CN pela ação da quimosina (OTTE et al, 1997). Resultado semelhante 
pode ser observado nesse presente estudo, o qual mostra a redução de tamanho 
dos picos 4 e 5 (Figura 1 B – indicado por setas tracejadas).
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Figura 1 – Eletroferogramas de queijo ultrafiltrado coagulado por quimosina recombinante. A: amostra controle no tempo 1 
dia. B: amostra controle no tempo 56 dias. C: amostra processada por API no tempo 1 dia. D: amostra processada por API no 
tempo 56 dias. Identificação dos picos (ORTEGA et al., 2003; ALBILLOS et al., 2006; LEITE JUNIOR et al., 2014): 1 - para-κ-CN; 2 
- αs2-CN; 3: αs2-CN; (monômeros fosforilados da αs2-CN); 4: αs1-CN; 5: αs0-CN (foram obtidos dois estágios de fosforilação do 
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monômero αs1-CN); 6: κ-CN; 7: β-CNB; 8: β-CNA1; 9: β-CNA2 (duas variantes genéticas de β-CN: A1 e A2); 10, 11, 12, 13 e 14: 
fragmentos proteicos e peptídeos não identificados. 
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Figura 2 – Eletroferogramas de queijo fresco ultrafiltrado coagulado por coalho bovino. A: amostra controle no tempo 1 dia. B: 
amostra controle no tempo 42 dias. C: amostra processada por API no tempo 1 dia. D: amostra processada por API no tempo 42 
dias. Identificação dos picos (ORTEGA et al., 2003; ALBILLOS et al., 2006; LEITE JUNIOR et al., 2014): 1 - para-κ-CN; 2 - αs2-CN; 
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3: αs2-CN; (monômeros fosforilados da αs2-CN); 4: αs1-CN; 5: αs0-CN (foram obtidos dois estados de fosforilação do monômero 
αs1-CN); 6: κ-CN; 7: β-CNB; 8: β-CNA1; 9: β-CNA2 (duas variantes genéticas de β-CN: A1 e A2); 10; 11, 12, 13 e 14: fragmentos 
proteicos e peptídeos não identificados. 
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Outro ponto importante a respeito da proteólise é a alteração indesejável do 
sabor em queijos frescos, o que limita a vida de prateleira deste produto. Neste 
contexto, a hidrólise, principalmente, sobre a fração de β-caseína, provoca a 
liberação de peptídeos amargos que afetam negativamente os atributos sensoriais 
deste produto (HASSAN; EL-GAWAD; ENAB, 2013). Consequentemente, a redução 
da proteólise e a não formação dos picos 12, 14 e 15 (Figura 2-B) nos queijos 
processados por API, reduz, possivelmente, os danos/prejuízos sobre as 
características sensoriais do queijo promovendo uma maior aceitação do 
consumidor ao longo da vida de prateleira deste produto. 
 
3.3.6 Avaliação da textura de queijo ultrafiltrado 
 
 Os resultados de análise de textura para os parâmetros: tensão na ruptura σf 
(Pa), deformação na ruptura (εf), módulo de elasticidade e trabalho na ruptura são 
mostrados na Tabela 6. O processo de API promoveu um aumento na tensão na 
ruptura (p<0,05) no queijo UF coagulado por quimosina recombinante. Esse 
resultado evidencia que o processo de API tornou o queijo mais firme, pois a tensão 
na ruptura (σf) é um indicador de firmeza (ZOON, 1991). Para queijo UF coagulado 
por coalho bovino somente após o processamento (tempo 1 dia) a dureza do queijo 
processado por API foi maior (p<0.05) (Tabela 6). Esse resultado, possivelmente, 
deve-se à elevada sinérese do queijo controle coagulado com CB e à menor 
expulsão de soro do queijo processado. Ou seja, se por um lado, o processo de API 
promove a compactação inicial da massa com aumento da dureza e maior expulsão 
do soro (TRUJILLO et al., 2002; EVERT-ARRIAGADA et al., 2012), por outro lado, 
ao longo da vida de prateleira a diferença na dureza entre as amostras é minimizada 
devido à desnaturação das proteínas do soro provocada pela pressão aumentando a 
capacidade de retenção de água e reduzindo a sinérese. Resultados semelhantes 
foram encontrados por Okpala; Piggott; Schaschke, (2010), os autores verificaram 
que o queijo fresco apresentou maior dureza após o processamento de API, sendo 
esse aumento proporcional ao aumento da pressão. 
De forma complementar, segundo Visser (1991) o aumento da tensão na 
ruptura está relacionado com redução do conteúdo de água no queijo, o que 
corrobora com os resultados obtidos nesse estudo. 
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Para deformação na ruptura o processo de API promoveu uma redução nesse 
parâmetro para queijo UF coagulado tanto por QR e como por CB para maioria dos 
tempos avaliados. O parâmetro de deformação na ruptura indica o quanto o queijo 
pode ser deformado antes de ocasionar a quebra de sua estrutura (FOX et al., 
2000). Por ser mais firme em função do processo de API aplicado era esperado que 
os queijos processados por API fossem menos resistentes a deformação na ruptura, 
sendo mais sujeitos à quebra e menos elásticos (FOX et al, 2002). 
O módulo de Young foi usado para descrever as propriedades de elasticidade 
e também pode ser usado para medir a densidade das ligações cruzadas na matriz 
do gel (MORITAKA et al., 2002). Para queijo UF coagulado por QR ou CB e 
processado por API maiores valores foram observados para maioria dos tempos 
avaliados. Esses resultados indicam que esses queijos foram os mais firmes/duros, 
assim como no estudo com UF-Feta em que os autores afirmaram que os queijos 
mais duros foram os que obtiveram maiores valores do modulo de elasticidade 
(WIUM; QVIST, 1997). 
De forma complementar, o trabalho na ruptura certificou que os queijos 
coagulados por QR processados por API apresentaram, na maioria dos tempos 
avaliados, maiores valores em comparação com os queijos não processados. No 
entanto, para o queijo coagulado por CB somente no dia 1 os queijos processados 
apresentaram médias superiores em relação aos queijos não processados. 
Provavelmente a sinérese tornou os queijos controles mais firmes, aumentando 
consequentemente o extrato seco total, o que mascarou os resultados, tornando-os 
mais próximos aos queijos processados por API. Geralmente, quando queijos são 
processados por API, tanto o modulo de elasticidade quanto o trabalho na ruptura 
são maiores quando comparados com queijos não processados (WIUM; QVIST, 
1997). Portanto, quanto maiores esses valores, maior será a força/trabalho 
necessária para romper a estrutura dos queijos. 
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Tabela 6 – Tensão e deformação na ruptura, modulo de elasticidade e trabalho na ruptura de queijo UF coagulado por 
quimosina recombinante e por coalho bovino. 
Queijo UF coagulado por quimosina recombinante 
  
Tensão na ruptura - σf 
(Pa) 
Deformação na ruptura - εf 
(%) 
Módulo de elasticidade 
- Ed (Pa) 
R2 
Trabalho na ruptura - Wf 
(J.m3) 
1 dia 
Controle 43751,0 ± 7033,9 a 57,8 ± 4,1 a 654,5 ± 100,0 a 0,87 ± 0,01 733615,6 ± 111759,6 a 
API 60245,5 ± 4466,1 b 52,8 ± 3,4 b 1039,5 ± 89,1 b 0,92 ± 0,02 1041851,9 ± 97838,0 b 
14 dias 
Controle 70269,6 ± 9752,3 a 53,9 ± 3,3 a 1479,5 ± 989,8 a 0,89 ± 0,01 1156620,7 ± 177617,9 a 
API 79817,0 ± 9228,2 b 47,5 ± 2,9 b 1300,9 ± 279,7 a 0,92 ± 0,02 1276374,6 ± 180802,9 a 
28 dias 
Controle 80830,7 ± 16191,3 a 52,3 ± 3,2 a 1392,1 ± 257,5 a 0,91 ± 0,01 1337857,8 ± 262724,5 a 
API 105861,1 ± 11803,6 b 49,5 ± 2,1 b 2019,6 ± 277,5 b 0,93 ± 0,01 1730461,3 ± 278929,6 b 
42 dias 
Controle 82768,6 ± 12371,6 a 53,3 ± 3,8 a 1308,8 ± 153,7 a 0,90 ± 0,02 1300280,1 ± 207851,7 a 
API 97405,7 ± 14833,8 b 53,6 ± 6,2 a 1626,7 ± 294,7 b 0,90 ± 0,03 1601054,3 ± 279552,5 b 
56 dias 
Controle 106582,5 ± 22010,7 a 56,0 ± 6,5 a 1698,0 ± 191,8 a 0,90 ± 0,03 1810364,1 ± 428308,7 a 
API 116949,8 ± 22201,2 b 48,9 ± 2,7 b 2185,4 ± 359,3 b 0,90 ± 0,01 1907249,4 ± 410963,9 a 
Queijo UF coagulado por coalho bovino 
  
Tensão na ruptura - σf 
(Pa) 
Deformação na ruptura - εf 
(%) 
Módulo de elasticidade 
- Ed (Pa) 
R2 
Trabalho na ruptura - Wf 
(J.m3) 
1 dia 
Controle 28881,1 ± 8186,1 a 52,4 ± 3,4 a 524,6 ± 114,2 a 0,91 ± 0,01 527769,5 ± 155258,4 a 
API 54413,7 ± 10005,8 b 49,6 ± 3,5 b 1020,0 ± 129,4 b 0,92 ± 0,02 883927,6 ± 171775,7 b 
14 dias 
Controle 53666,2 ± 16773,6 a 50,6 ± 4,2 a 958,5 ± 232,6 a 0,92 ± 0,02 936257,3 ± 285994,0 a 
API 59520,7 ± 15681,1 a 46,0 ± 6,5 b 1232,2 ± 213,0 b 0,95 ± 0,02 966673,8 ± 31032,8 a 
28 dias 
Controle 85397,1 ± 25237,7 a 50,6 ± 4,5 a 1521,2 ± 368,8 a 0,92 ± 0,02 1427236,0 ± 494010,5 a 
API 87028,1 ± 25089,6 a 43,8 ± 4,3 b 1878,2 ± 405,2 b 0,95 ± 0,02 1379582,4 ± 458789,4 a 
42 dias 
Controle 81783,7 ± 35697,9 a 53,9 ± 7,4 a 1354,4 ± 471,1 a 0,92 ± 0,02 1456977,5 ± 686064,3 a 
API 97307,4 ± 23216,1 a 47,5 ± 3,2 b 1923,4 ± 279,4 b 0,94 ± 0,02 1585419,6 ± 366049,3 a 
 Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (p > 0,05). 
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3.3.7 Efeito da API na microestrutura de queijo UF 
 
Por meio da microscopia confocal a laser (MCL) pode-se observar a 
microestrutura dos queijos de forma ilustrativa. A Figura 3 mostra as imagens 
obtidas pela MCL dos queijos UF. A gordura é apresentada na cor verde, enquanto a 
matriz proteica é colorida em vermelho. As regiões pretas são os espaços entre 
proteínas onde se aloja o soro. Não foram verificadas diferenças significativas na 
microscopia entre os queijos UF controle (coagulado por quimosina recombinante ou 
coalho bovino) e processados por alta pressão após o processamento e ao longo 
dos tempos avaliados, evidenciando que o processo não afeta a microestrutura dos 
queijos UF. 
Em leite concentrado ultrafiltrado a distância entre as micelas de caseína são 
menores que o diâmetro das micelas e a uma curta distância estas proteínas 
interagem mais fortemente (KARLSSON et al., 2005). Além disso, o processo de alta 
pressão também reduz o tamanho da micela de caseína (LÓPEZ-FANDIÑO, 2006). 
Esta maior interação associada ao uso de API pode favorecer uma maior 
compactação da rede proteica no queijo (TRUJILLO et al., 2002) como mostrado no 
dia 1 (Figura 3-1A). No decorrer da vida de prateleira a proteólise pode tornar essa 
rede menos coesa/firme, como consequência tem-se maior espaçamento entre a 
rede proteica e maior liberação de soro/sinérese, como observado pela fase escura 
representado na Figura 3 ao longo do tempo. 
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Figura 3 – Microscopia de confocal a laser de queijo UF coagulado por quimosina 
recombinante e coalho bovino. A: amostras controles e B: amostras processadas por 
API. As gorduras foram coradas em verde e as proteínas em vermelho. A fase preta 
é o soro. A barra de escala possui 10 µm de comprimento. 
 
3.3.8 Análise Microbiológica 
 
 Com objetivo de avaliar a qualidade microbiológica dos queijos processados 
armazenados a 7 °C foi realizado a contagem de micro-organismos psicrotróficos. 
Além da questão da qualidade microbiológica do produto, a avaliação da contagem 
de psicrotróficos está ligado à produção/ação das proteases que esses 
microrganismos podem produzir. Essas enzimas quando presentes em leites e em 
queijo podem provocar hidrólise de frações da caseína levando a formação de 
peptídeos hidrofóbicos que podem gerar sabor amargo no queijo (MUIR, 1996; 
DEETH et al., 2002). 
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Figura 4 - A: Contagem de micro-organismos psicrotróficos em queijo UF coagulados 
por quimosina recombinante (controle e processado por API). B: contagem de micro-
organismos psicrotróficos em queijo UF coagulado por coalho bovino (controle e 
processado por API). 
 
Resultados semelhantes foram encontrados por Evert-Arriagada et al., (2012), 
que estudaram o efeito da API em queijo fresco e verificaram que a utilização de 
pressões de 400 MPa promoveu reduções significativas de micro-organismos 
psicrotróficos ao início da estocagem, mas ao final da vida de prateleira (21 dias) 
alcançaram 6 log UFC/g. 
A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que o processo de API 
promoveu manutenção de baixas contagens deste grupo microbiano em queijo UF 
coagulado tanto por QR como por CB (Figura 4). Essas baixas contagens foram 
mantidas a níveis satisfatórios até 42 dias para queijo coagulado por QR (Figura 4A) 
e até 28 dias para queijo coagulado por CB (Figura 4B). Ao final da vida de prateleira 
foi observado crescimento de micro-organismos tanto no queijo UF coagulado por 
QR quanto por CB, esse fato pode estar relacionado à sobrevivência de 
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esporulados, que são resistentes ao processo de API (PEDRAS et al., 2012) e 
podem ter germinado.  
Portanto, destaca-se que o processo de API nas condições realizadas (600 
MPa / 5 min / 25° C) não torna o produto estéril, sendo necessário a sua 
conservação sob refrigeração para extensão da vida útil do produto. 
 
 
3.3.9 Conclusão 
  
A alta pressão isostática mostrou-se uma tecnologia promissora para 
processamento de queijos frescos ultrafiltrados. O processo de API tornou o queijo 
mais firme e não promoveu alteração significativa na cor. A microestrutura dos 
queijos também não foi fortemente afetada. API reduziu de forma significativa a 
proteólise nos queijos UF, alcançando redução de 42,8% para queijo UF coagulado 
por QR e 52,5% para queijos UF coagulados por CB. Esta redução pode representar 
extensão de vida de prateleira e minimizar perdas por redução da qualidade 
sensorial. Além disso, a API reduziu a contagem de micro-organismos psicrotróficos 
nos queijos UF coagulados por QR e por CB, melhorando a qualidade microbiológica 
do produto e minimizando ainda mais as chances de síntese de proteases que 
podem degradar e alterar o sabor do queijo fresco UF. 
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Discussão Geral 
 
O estudo dos efeitos da alta pressão isostática (100 a 450 MPa) e do tempo 
de processamento (2 a 16 minutos) a 25º C sobre cinco coagulantes comerciais de 
leite mostrou que o processo de API foi capaz de aumentar ou reduzir a atividade 
coagulante das enzimas em função das condições aplicadas. Foi avaliado o efeito 
da pressão variando de 100 a 450 MPa e tempo de 2 a 16 minutos a 25 °C. 
Constatou-se que as pressões mais baixas (< 275 MPa) promoveram aumento da 
atividade de quimosina recombinante em até 20%, coalho de vitelo em até 24% e 
para protease de Rizhomucor miehei aumento de 17%. Algumas enzimas foram 
ainda mais sensíveis ao processo, como a pepsina suína e o coalho de vitelo, onde 
foram necessárias pressões ainda menores (151 MPa / 4 min) para promover 
aumento de 6 e 8%, respectivamente, nas atividades. Pressões mais elevadas (>300 
MPa) promoveram uma redução substancial na atividade de todas as enzimas 
testadas (< 6 %). 
Este estudo constatou que a matriz onde as enzimas foram processadas por 
alta pressão isostática influencia a atividade final. Verificou-se que quando as 
enzimas estavam na matriz queijo ultrafiltrado eram mais sensíveis ao processo API, 
comparado à matriz tampão fosfato de sódio. Processos avaliados na matriz queijo 
UF realizado na condição mais extrema (450 MPa / 16 min / 25° C) promoveram 
inativação de todas as enzimas estudadas. Enquanto que em solução tampão FS 
somente a quimosina recombinante e a pepsina suína foram inativadas, verificando-
se atividade residual de 12, 24 e 48% para protease de R. miehei, coalho de vitelo e 
coalho bovino, respectivamente. A pepsina suína foi o coagulante mais sensível ao 
processamento por alta pressão, tanto em queijo UF como em solução tampão FS, 
enquanto protease de R. miehei, quimosina recombinante, coalho bovino e coalho 
de vitelo apresentaram diferentes comportamentos em função da matriz em que se 
encontravam (queijo UF ou solução tampão FS). 
A avaliação das características físico-químicas, microbiológicas, 
microestruturais e reológicas do queijo UF processado por API a 600 MPa / 5 min / 
25 °C também foram estudadas. Para cor dos queijos UF coagulado com QR ou CB, 
apesar de algumas diferenças nos parâmetros de L*, a* e b*, o valor de ∆E não 
ultrapassou os limites considerados como muito perceptíveis ao olho humano. 
A compactação da massa do queijo promoveu mudanças significativas na 
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textura do mesmo. O processo de API tornou o queijo mais firme com diferença 
significativa na tensão na ruptura (p<0.05) entre amostras controles e processados 
por API. O módulo de Young que descreve as propriedades elásticas do queijo 
também foi analisado demonstrando que os queijos processados por API foram mais 
firmes. Por fim, o trabalho na ruptura também evidenciou que as amostras 
processadas por API necessitaram de maior força/trabalho para que suas estruturas 
fossem rompidas. 
Queijos UF processados por API apresentaram uma redução de 42,8 e 52,5% 
de proteólise em comparação aos queijos UF não processados coagulados por 
quimosina recombinante e por coalho bovino, respectivamente. Esse resultado 
corrobora com os dados obtidos no capítulo 2, que mostra a inativação dos 
coagulantes em condições mais extremas de pressão e tempo. Além disso, ao final 
da vida de prateleira os queijos processados coagulados com quimosina 
recombinante apresentaram 8% de nitrogênio solúvel, enquanto os queijos 
coagulados com coalho bovino atingiram valores de 38,6% devido à proteólise. Este 
resultado está relacionado à maior resistência do coalho bovino ao processo de API 
e à sua maior atividade proteolítica geral. A importância da inativação do coagulante 
em queijos frescos está ligada à extensão de vida de prateleira do mesmo, pois a 
proteólise pode promover liberação de peptídeos curtos que geram sabor amargo no 
queijo. A tecnologia de alta pressão isostática promoveu aumento da vida de 
prateleira dos queijos sem modificações indesejáveis no produto. 
A análise do perfil de eluição das frações de proteínas das amostras de 
queijo, por eletroforese capilar, permitiu verificar redução da proteólise nas amostras 
de queijo ultrafiltrado coagulados por QR e por CB, tratados por API, em 
comparação com as amostras não tratadas por API que apresentaram novas frações 
proteicas, indicativo de maior atividade proteolítica e proteólise mais extensiva. 
Resultados obtidos pelas análises microbiológicas, evidenciam que o processo de 
API foi capaz de manter baixas as contagens de micro-organismos psicrotróficos por 
até 42 dias em níveis satisfatórios para queijo UF coagulado por QR e até 28 dias 
para queijo UF coagulado por CB. 
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Conclusão Geral 
 
A tecnologia de alta pressão isostática mostrou-se eficiente e promissora para 
inativação, redução ou aumento da atividade de coagulantes do leite, dependendo 
das condições de pressão, tempo de processamento e da matriz (queijo ultrafiltrado 
ou solução tampão fosfato de sódio).  Esse estudo avaliou 5 coagulantes comerciais 
e todos tiveram sua atividade reduzida a níveis satisfatórios como mostrado no 
planejamento experimental. Houve 94% de redução da atividade para todas as 
enzimas avaliadas em queijo ultrafiltrado nas condições mais extremas do processo 
(450 MPa / 9 min / 25°C). Todas as enzimas avaliadas apresentaram maior 
sensibilidade a API quando processadas na matriz queijo ultrafiltrado quando 
comparadas com o processo na matriz solução tampão fosfato de sódio (com 
diferenças de até 74,4 %), destacando o quão importante é o meio (matriz) em que a 
enzima se encontra para avaliar a real resistência das mesmas frente ao 
processamento a alta pressão. 
A modificação promovida pela alta pressão nos coagulantes possibilita o uso 
dessa tecnologia em queijos ultrafiltrados frescos para promover extensão da vida 
de prateleira e minimizar alterações sensoriais no produto. Os queijos que foram 
submetidos ao processo de alta pressão apresentaram menor grau de proteólise ao 
final de sua vida de prateleira o que pode torná-los mais aceitos sensorialmente ao 
longo da estocagem. Na maioria dos tempos avaliados, os parâmetros de cor, pH e 
microestrutura não apresentaram modificações entre os queijos estudados. O delta 
E variou de 1 a 2,7 e de 1 a 2,9 para queijo UF coagulado por QR e por CB 
respectivamente, não ultrapassando os limites considerados a serem altamente 
perceptíveis pelo olho humano. Por outro lado, o processo de API promoveu um 
aumento na dureza do produto, possivelmente devido uma compactação inicial da 
massa, o que pode estar relacionado ao aumento significativo de sinerese ao longo 
do tempo, atingindo 36 e 29% após 56 dias de produção para queijo UF coagulado 
por QR não processados por API e processados por API respectivamente. Similares 
valores foram encontrados para queijo UF coagulado por CB aos 42 dias. 
O processo de alta pressão isostática em queijos ultrafiltrados melhorou a 
textura e reduziu a proteólise e os contaminantes, sem afetar negativamente os 
parâmetros de cor, pH e microestrutura. O processo de API pode vir a ser uma 
ferramenta interessante para estender a vida de prateleira do queijo UF e reduzir a 
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formação de peptídeos hidrofóbicos que apresentam sabor amargo e provocam 
rejeição do produto. 
 
Sugestões para trabalhos futuros 
 
A realização de análise sensorial dos queijos para avaliar sabor amargo seria 
interessante para corroborar com os resultados obtidos de proteólise.  
Realizar analise microbiológica dos queijos, testar micro-organismos 
patógenos e indicadores de qualidade higiênico sanitária para assegurar a qualidade 
e a inocuidade. Estudar os efeitos do aumento de tempo e da pressão (até 690 MPa) 
para verificar se é possível aumentar a vida de prateleira do produto por tempos 
maiores dos que foram detectados nesse estudo. 
Estudar a proteólise nos queijos produzidos com os coagulantes testados, em 
temperaturas de estocagem mais elevada, que pode representar a realidade de 
muitas gôndolas de supermercados e até mesmo as temperaturas de transporte 
desse tipo de alimento. O aumento da temperatura poderia explicar de forma mais 
clara e significativa a proteólise que pode ocorrer nos queijos não processados por 
API durante sua vida de prateleira. 
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